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Johannes Feigl 7. 

Vor kurzem verschied Johannes Feigl! im noch 
nicht vollendeten 39. Lebensjahre. Der Heimgegangene, 
der friiher Assistent von Professor Thierfelder in 
Berlin und Tiibingen, sowie von Professor Dunbar in 
Hamburg gewesen ist, hat auber Arbeiten auf dem Ge- 
biete der Wasserversorgung und Abwiisserreinigung eine 
groBe Reihe physiologisch-chemischer Untersuchungen 
aus dem von ihm geleiteten chemischen Labora- 
torium des Eppendorfer Krankenhauses in 
Hamburg veroftentlicht. Seine Mitteilungen sind zu- 
meist in der ,,Biochemischen Zeitschrift“ erschienen und 
stellen wertvolle Beitrige vorwiegend analytischer Art 
zur Untersuchung des Blutes und anderer Korperfliissig- 
keiten dar. Die von Feigl und seinen Mitarbeitern ge- 
schaffenen Methoden haben vielfache Anerkennung und 
Benutzung erfahren. Feigls rege Tatigkeit wird noch 
lange bei den Fachgenossen unvergessen bleiben, die 
den friihen Tod des erfolgreichen Forschers aufrichtig 


bedauern. 


C. N. 


















Beitrige zur Physiologie der Driisen. 
LI. Mitteilung. 


Untersuchungen iiber zentral bedingte Veriinderung des Blutzucker- 

gehaltes und iiber den Einflu8 des inneren Sekretes des Ovariums auf 

diese Reaktion, zugleich ein neuer Nachweis der inneren Sekretion des 
Ovariums. 


Von 


8. Takakusu (Japan). 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Bern.) 
(Eingegangen am 2. November 1921.) 


Mit 10 Abbildungen im Text. 


Kinleitung. 

Die Lehre von der inneren Sekretion der Geschlechtsorgane erweckt 
zurzeit wegen der wissenschaftlichen Kontroversen auf diesem Gebiet 
lebhaftes Interesse. Fast wird hierbei auBer acht gelassen, daB recht 
elementare Probleme der inneren Sekretion der Geschlechtsorgane der 
Bearbeitung harren. Ja, es muB angesichts der neuesten Bestrebungen, 
die Fundamente der inneren Sekretion in Frage zu stellen, darauf 
hingewiesen werden, da es immer noch erwiinscht ist, sichere 
experimentelle Beweise fiir innere Sekretion der Geschlechtsorgane 
beizubringen. 

Aus der Erfahrung am Menschen ist die tiefgreifende Verainderung 
des Weibes bekannt, welche mit Beginn der Abnahme der Titigkeit 
des Ovariums sich auszugestalten pflegt. Nervése und Stoffwechsel- 
erscheinungen beherrschen das Bild, Erscheinungen, von denen man 
hypothetisch behaupten darf, daB sie miteinander in Zusammenhang 
stehen. Am Tiere diese Verinderungen zu studieren, ist ein Unter- 
nehmen, welches aus naheliegenden Griinden seine groben Schwierig- 
keiten, ja sogar Bedenken hat. Aber fiir den Fortschritt, zum Verstind- 
nis der etwaigen inneren Sekretion des Ovariums, ist der Tierversuch 
unbedingt erforderlich. Ich habe daher, auf Anregung von Professor 
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2 S. Takakusu: 


Asher, unternommen, zu untersuchen, ob die Kastration weiblicher 


Tiere Anderungen im Verhalten des zentralen Nervensystems herbei- 
fiihre, welche mit der nétigen Reserve mit denjenigen am mensch- 
lichen Weibe beobachtbaren in Analogie gesetzt werden kénnten. 
Man wird sich bei einer ersten Untersuchung dieser Art mit  ein- 
facheren Problemen bescheiden. Aus diesem Grunde wurde von 
mir die Frage in Angriff genommen, ob mit der Entfernung des 
Ovariums eine Anderung in der Reaktionsfiihigkeit des vegetative 
Funktionen beherrschenden Teils des Zentralnervensystems verkniipft 
sei. Es erschien diese Beschrinkung um so gebotener, als, wie ich 
angedeutet habe, geniigende Momente vorliegen, einen Zusammen 
hang zwischen Stoffwechselvorgingen und Zentralnervensystem an- 
zunehmen. 

Von allen vegetativen Funktionen, welche vom Zentralnerven- 
system aus beeinfluBt werden, ist der Kohlenhydratstoffwechsel in 
seinem Zusammenhang mit dem Zentralnervensystem am_ griind- 
lichsten experimentell erforscht worden, Die Methodik, welche ich 
ausgearbeitet habe, beruhte auf dem leitenden Gedanken, durch 
zentrale Reizung den Kohlenhydratstoffwechsel zu beeinflussen, und 
vergleichend unter sonst gleichen Bedingungen Tiere vor und nach 
der Kastration auf ihre Reaktion gegeniiber zentraler Beeinflussung 
des Kohlenhydratstoffwechsels zu priifen. Wir besitzen nun im 
Diuretin ein vielfach erprobtes Mittel, auf zentralem Wege den 
Zuckergehalt des Blutes zu veriindern. Diuretin wirkt ganz anders 
als beispielsweise Adrenalin. Das letztere bewirkt auf peripherem 
Wege, vornehmlich auf dem Wege der Leber, Hyperglykimie, 
Diuretin aber durch Reizung vegetativer Zentren des Zentralnerven- 
systems. 

Da die Ergebnisse der beschriebenen Methode im Zuckergehalt 
des Blutes der Versuchstiere sich ausdriickt, war es notwendig, 
die Arbeit mit einer genauen Untersuchung des Blutzuckergehaltes 
normaler weiblicher Tiere zu beginnen. Daran mubte sich die 
Untersuchung des Verhaltens der kastrierten Tiere — schlieBen. 
FuBend auf den so gewonnenen Ergebnissen konnte die Haupt- 
frage, das Verhalten normaler und kastrierter Kaninchen auf zentral 
wirkende Hyperglykiimie erzeugende Reizung in Angriff genommen 
werden. 

Im weiteren Verlauf meiner Arbeit habe ich zur genauen Analyse 
meiner Versuchsergebnisse aus methodischen Griinden die Parabiose 
herangezogen. Mit Hilfe der Parabiose bin ich zu einem weiter in der 
Arbeit mitgeteilten neuen Beweis fiir die innere Sekretion des Ovariums 
gelangt. Auch fiihrten meine Untersuchungen zur Erkenntnis eines 
neuen geschlechtsspezifischen Merkmals. 




















Physiologie der Drisen. LU. 3 


Voruntersuchungen iiber die Folgen des Wiirmestichs. 

Ehe ich auf die in der Einleitung entwickelte Arbeit eingehe, will 
ich kurz auf eine andere Versuchsreihe eintreten, die ich in Angriff nahm, 
bevor ich die Erregbarkeit des Zentralnervensystems vermittels der 
Untersuchung zentral bedingter Hyperglykiimie priifte. Bei schild- 
driisenlosen Tieren hatten Loewi und neuerdings eingehend N yffen- 
egger gefunden, da dieselben auf den Warmestich mit einer viel gerin- 
geren Wiarmebildung reagieren als normale Tiere. Ich habe daher nor- 
male und kastrierte Tiere gleichfalls auf ihre Reaktion gegeniiber dem 
Wirmestich gepriift. Ich befolgte im einzelnen genau die Methode, 
wie sie in der Arbeit von Nyffenegger (Werner Nyffenegger, 
Biochem. Zeitschr. 121, 41, 1921) beschrieben worden ist. Das 
Ergebnis meiner Untersuchungen war, da die Reaktion auf den Warme- 
stich bei den ihres Ovariums beraubten Tieren genau so ausfiel, wie ehe 
sie operiert worden waren. Eine Ausnahme habe ich nicht beobachtet. 
Das negative Ergebnis ist insofern interessant, als hierdurch ein deut- 
licher Unterschied zwischen Schilddriise-Thymus einerseits, Ovarium 
andererseits angezeigt wird. Auf diesen Unterschied hat, auf anderen 
Versuchsergebnissen fuBend, schon Bertschi (H. Bertschi, Biochem. 
Zeitschr. 106, 1920, 38) hingewiesen. Die Methode des Wiarme- 
stichs lieferte demnach keinen Weg, in die etwaigen Beziehungen zwi- 
schen Ovarialhormon und Zentralnervensystem einzudringen, was mich 
mitbestimmt hat, auf die nachfolgende Arbeit, welche auf einem anderen 
Versuchsplan aufgebaut war, einzugehen. 


Tabelle I. 
Fall 1. (K6rpergewicht 1950 g.) 


Korpertemperatur im 


Datum und Zeitangabe normalen Zustande Zimmer- 
und nach d. Kinstich anpearer 
Im normalen Zustande 
30. VI. 1920 11" 20’ a. m. 39,00° C 24,0°C 
2h 30’ p. m. 39,40° 23,5° 
4h 25’ p. m. 39,42° 23,4° 
6" 25’ p. m. 39,40° 22,0° 
1. VIT. 1920 105 25’ a. m. 39,50° 21,0° 
12" 15’ p. m. 39,32° 22,0° 
2h 30’ p. m. 39,30° 23,0° 
45 30’ p. m. 39,55° 23,0° 
62 15’ p.m. 39,60° 23,05 
6. VII. 1920 112 10’ a. m. 39,00 22,0 
115 40’ a. m. Einstich 
12 20’ p. m. 38,555 21,5° 
1h 55’ p. m. 39,26° 20,0° 
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Abb. 1. 


S. Takakusu: 





Korpertemperatur 


Datum und Zeitangabe 


6. VIL. 1920 


8. VIT. 1920 


9. VII. 1920 


2 38’ p. m. 
35 20’ p.m. 
3% 55’ p. m. 
4" 58’ p. m. 
54 47’ p. m. 
6" 45’ p. m. 
7% 20’ p. m. 


Im 
10" 30’ a. m. 
11" 27’ a. m. 
12" 30’ p. m. 
2h 36’ p. m. 
3" 43’ p.m. 
4" 42’ p.m 
102 41’ a. m. 
11250’ a.m. 
115 48’ a. m. 
12h 30’ p. m. 
15 46’ p. m. 
2h 2’ p.m. 
3h 25’ p. m. 
52 19’ p. m. 
6" 20’ p. m. 


im normalen Zu- 
stande und nach: 
dem Einstich 


39,60° 
39,50° 
39,65° 
39,68 

40,00° 
39,94° 
39,90 


normalen Zustande 


39,31 ° 
39,42° 
39,30° 
39, 10° 
39,10° 
38,85 ° 
39,01° 
Einstich 
39,80° 
40,10 
40,40° 
40,45° 
40,25° 
40,50> 
40,40~ 


Im normalen Zustande 


16. VII. 1920 


17. VII. 1920 


29. VII. 1920 


30. VIT. 1920 


10h 27’ 
11" 26’ 


124 5’ p. m. 


12 41’ p. m. 
1h 30’ p. m. 
22 10’ p.m. 
3h 20’ p. m. 
45 50’ p. m. 
55 56’ p. m. 
6 55’ p. m. 


a.m. 
a.m, 
12h 25’ p. m. 
2 35’ p. m. 
3 28’ p.m. 
95 38’ a. m. 
10" 40’ a. m. 
10" 47’ a. m. 
11241’ a.m. 
18 40’ p. m. 
3515’ p.m. 
4945’ p. m. 
52 45’ p. m. 
10h 40’ a. m. 
114 20’ a. m. 


39,515 
39,605 
39,61 ° 
39,60° 
39,70° 
39,70 
Kastration 
39,55° 
39,41° 
39,50° 
39,705 
39,605 
39,55° 
Einstich 
39,00° 
39,75° 
40,00° 
40,80 
40,70° 
40,75° 
40,62° 
40,85 
40,85° 


Zimmer 
tempe- 
ratur 


20,0° 
20,0° 
21,0° 
22,0° 
21,0° 
21,0° 
21,0° 


22,0° 
23,0° 
22,0 

23,0° 
23,0° 
23.0° 
21,0° 


21,0 
21,0 
21,0 
21,0 
22,0 
22,0 
»») 0 


mms 


23,0° 
23,0 
23,0 
25,0 
25,0 
24,0 


18,0 
18,0 
19,0° 
19,0 
19,0° 
19,0 


19,0 
19,0 
19,0 
19,0 
19,0 
19,0 
20,05° 
20,05° 
20,05° 





40° . 


oe? ; 


0°. 


ner 


pe- 
ur 





0° 37° 


36° 





Fall 2. 


Tabelle I. 
(Korpergewicht 2150 g.) 


Datum und Zeitangabe 


Physiologie der Driisen. LIL. 


Korper- 


temperatur 


Im normalen Zustande 


Zimmer- 
temperatur 











40° 39°|- 














20° 38°}. 


















































8. VIL. 1920 105 17’ a. m. 39,05 23,0 
120 15’ p. m. 38,99 22,0 
12 15’ p.m 38,98 © 22.0 
4h 20’ p. m. 39,25 22.0 
6" 10’ p.m. 39,40 22,0 
9. VII. 1920 105 35’ a. m. 39,505 21,0 
112 10’ a. m. Einstich 
11. 55’ a. m. 40,70° 21,0 
12h 26’ p. m. 40,81 21,0 
18 40’ p. m. 41,10 21,0 
25 57’ p. m. 41,10 21,0 
3" 18’ p. m. 40,81] 22,0 
5 14’ p. m. 40,90° 22,0 
62 15’ p. m. 40,90 22.05 
20. VIL. 1920 11" 50’ a. m. Kastration 20,0 
1220’ p.m. 39,20 20,0 
2h 36 p. m. 39,72 19,0° 
3” 56’ p. m. 39,30 20,0 
28. VIT. 1920 9h 30’ a. m. 39,30 16,0 
11" 30’ a. m. Einstich 
12" 22’ p. m. 40,08 16,0 
1 30’ p. m. 40,30 18,05 
2h 30’ p.m. 40,50 18,0° 
3” 42’ p. m. 40,65 18,0 
4 44’ p.m. 40,70 17.0 
5. 55’ p.m. 40,69 17,0 
20.VIL 28.VII. 
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Fall 3. 


Datum und Zeitangabe 


S. Takakusu: 


Tabelle III. 
(Korpergewicht 2150 g.) 


Kirpertemperatur im normalen 
ust. nde und nach dem Einstich 


Zimmertemperatur 





























Im normalen Zustande. 
12. VIT. 1920 105 46’ a.m. 39,60° C $8.0°C 
11" 52’ a. m. 39,41 23,05 
25 27’ p. m. 39,58 24,0 
3" 53’ p. m. 39,68 24,5 
13. VII. 1920 94 30’ a. m. 39,60° C 
10° 00’ a. m. Einstich 
10% 30’ a. m. 39,90 22,0°C 
112 06’ a. m. 40,70 22,0 
11" 40’ a. m. 41,20 22,0 
. 12) 10’ p. m. 41,10 22,0 
12 40’ p. m. 40,70 22,0 
1" 10’ p.m. 40,70 22,5 
2 10’ p.m. 40,40 23,0 
3215’ p.m. 40,20 24,0 
455’ p.m. 40,00 24,0 
Im normalen Zustande. 
14. VIT. 1920 10" 18’ a. m. 39,75 23,0 
11" 26’ a. m. 39,70 22,5 
1240’ p. m. 39,65 225° 
2 18’ p. m. 39,80 24.0 
35 20’ p. m. Kastration 
29. VII. 1920 9h 30’ a. m. 39,60 
104 20’ a. m. Einstich 18,0 
105 40’ a. m. 39,40 18,0 
112 35’ a. m. 40,27 18,0 
12 30’ p. m. 40,20 19,0 
18 30° p.m. 40,25 19,0 
2" 30’ p. m. 40,20 19,0 
3h 50’ p. m. 40,48 19,0 
4" 50° p. m. 40,50 19,0 
5" 50° p.m. 40,75 19,0 
6" 55’ p. m. 40,80 18.0 
74 50’ p.m. 40,90 17,5 
9" 00’ p.m. 40,75 17,0° 
10" 00’ p. m. 40,70 17,0 
72.V0. 73.02. 14,V1. 5 
bt. A Acdobdlddcolsdlnd kd Bee ae. ee 
tI Oat et Hale GE iat We SE GR Sz) Se 
80° 47° eS PS aD | - ee x 
AE I MS Res A HR { t ae oe 
60° 40° +4 " 4+ et + 4— +4 + -+ +4 = 
cee 4 
i Ses s,m aH ak OB ist ttt } ss a 
yo? 39° +t ttt ts, SE eS ee See | om ses esas esos os oss oe os 
ca 6 oo ate Fa et tt 
‘ be rr TPulicbicloclsebeebel et tt in | 1 os 
aah eI a A Ek ah 2 a DS POS | tte 
sO A A A OO perro 
o° srt ttt try i Pe hk te te eee ed 
Abb. 3. 
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(Korpergewicht 2525 g.) 


Datum und Zeitangabe 


gh 
10h 
10h 
11h 
12h 
jh 
Qh 
3h 
4h 


5h 


[m norma 
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Tabelle IV. 


Korpertemperatur im 
normalen Zustande 
und nach d. Einstich 


Im normalen Zustande 


30’ a.m. 
00° a. m. 
20’ a. m. 
30° a.m. 
30’ p.m. 
35° p.m. 
40’ p.m. 
30° p.m. 
40° p.m. 
30° p.m. 


(Sommerferien) 








len Zustande 


C 
Einstich 


ration 


Einstich 


Zimmer- 
temperatur 


22,0 
22,0 
23.5 
24.0 
24,0 
24,0 
24,0 
24.0 


21.0 
21,0 
21.0 
21,0 


18,0 
18,0 
18,0 
18,0 
17,0 
17,0 
17,0 
17,0 
17,0 
17,0 
17,0 
17,0 
17,0 

















+144) 


} 


\ 


tJ 
corr 











100 55’ a.m. 

210’ p. m. 

6" 17° p.m. 

105 21’ a. m. 

118 30° a.m. 

9h 57’ a. m. 

125 15’ p. m. 

2h 45’ p. m. 

5h 36’ p. m. 

3 9" 56’ a. m. 

11" 45’ a. m. 

12h 22’ p. m. 

14 20’ p.m. 

25 20’ p. m. 

35 20’ p.m. 

4h 30’ p.m. 

5b 35’ p.m. 

6" 00" p.m. 
26.VIL 16K. 97, IK 
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8 S. Takakusu : 


I. Die Blutuntersuchung der weiblichen Kaninchen ini normalen 
Zustande, 

Um die Blutzuckermenge von lebenden Tieren zu bestimmen, habe 
ich die Bangsche Mikromethode ganz nach seiner Vorschrift (Mikro- 
methoden zur Blutzuckeruntersuchung. 1920. Ergiinzende Bemerkun- 
gen tiber die Mikrobestimmung des Traubenzuckers. Diese Zeitschr. 87) 
ausgefiihrt. 

is gibt viele Methoden, womit man die Blutzuckermengen bestim- 
men kénnte, aber wir miissen fiir praktische Zwecke solche auswihlen, 
welche leicht ausfiihrbar sind und genauere Resultate ergeben. Die 
Bangsche neue Methode wurde von Svend Aage Holbell, Kopen- 
hagen (Biochem. Zeitschr., Bd. 113, 1921) genau nachgepriift und etwas 
modifiziert. Bei meiner Arbeit habe ich mich, wie oben erwabnt, ganz 
genau an die Vorschriften der neuesten Methode von Bang gehalten. 
Meine Arbeit ist zugleich eine neue Nachpriifung der Bangschen neue- 
sten Methode?), indem sie zeigt, mit welcher Genauigkeit meine Werte 
mit den von andern Autoren bestimmten Blutzuckermengen durch- 
schnittlich tibereinstimmen. Um die normale Blutzuckermenge zu 
schatzen, habe ich die Kaninchen einige Wochen lang in demselben 
Stall unter den gleichen Bedingungen gefiittert. Das Blut wurde 
dreimal vormittags und dreimal nachmittags in gleichen Zeitabstianden 
den OhrgefiBen entnommen. Dabei blieben die Tiere ungefesselt 
im Korb. 

Die folgende Tabelle (V) zeigt die Blutzuckermenge in Prozent von 
normalen weiblichen Kaninchen. 


Tabelle V. 


Nr. I il Ill IV V 
Datum 3. XI. ua. See. A Cf 
Kérpergewicht |, 299 1,999 2,900 3,300 2,888 


k j 
: 0,0923 0,0927 0,1226 0,1298 0,0901 
0,0916 0,0928 0,1151 0,1311 0,1142 
0,1015 0,1025 0,1167 0,1324 0,0855 
0,0947 0,0966 0,1257 0,1326 0,1161 
0,0904 0,0955 0,1160 0,1318 0,0999 
0,0965 0,0952 0,1178 fehlt 0,1009 





Durchschnitt 0,0940 0,0958 0,1189 0,1315 0,1011 


1) Mikromethodem zur Blutuntersuchung. Ivan Bang, II. Aufl. 1920. 
Miinchen. 8. 36: ,,Die Ausfiihrung der Zuckerbestimmung“. 
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Nr. VI vi VIL IX x 
Datum 18. I. 4. IL. Ss. ik. 23; il. 23. Ei. 
tas 2,690 2,100 2,500 2,307 2,100 

0,0964  0,0924 00,1087. -0,1010 (01089 


0,0992 0.1093 0,0948 0,0909 0,0870 
0,0975 0,1178 0,0839 0,0883 0,0854 
0,1046 0.1152 0,0907 0,0859 0,1037 
0,1101 0,0946 0,0884 0,0868 0,0901 
fehlt 0,0984 0,1008 0,0897 fehlt 


Durchschnitt 0,1015 0,1046 0,0937 0,0904 0,0949 





Nr. XI XII XIII XIV XV 
Datum LU. 22.001 23. 010. 1. IV. 28. IV. 
ae lo 612 2,600 2,570 2,500 1,750 

g j 


0,1108 0,1132 0,1223 0,1108 0,1170 
0,0952 0,1104 0,1264 0,0964 0,1129 
0,0964 0,1190 0,1261 0,0952 0,1161 
0,1058 0,1147 0,1262 0, 1058 0,1013 
0,0940 0.1139 0,1242 0,0940 0,0902 
0,1196 fehlt fehlt 0,1196 0,1035 


Durchschnitt 0,1036 0,1142 0,1150 0,1036 0,1068 





Nr. XVI XVII XVIII XIX 
Datum 28. IV. % V. 18. V. 31. V. 
Kérpergewicht | é . 

1,444 2,300 2,400 2,590 
kg f 

0,1277 0,1089 0.1069 0,0912 

0.1277 0,0901 0,1010 0.1011 


0.1321 0, 1089 0,0983 0, 1092 
0,1298 0,0960 0,1006 0,0998 
0,1139 0,0936 0,0975 0,1020 
0,1145 0,1096 0,1040 fehlt 


Durehschnitt 0,1242 0,1011 0,1013 0,1006 





Aus dieser Tabelle erkennt man die Blutzuckermenge der normalen 
weiblichen Kaninchen ziemlich deutlich; sie schwankt individuell. Bei 
Fall 4, wo das Kérpergewicht des Tieres tiber 3 kg betrigt, zeigt die 
Blutzuckermenge die héchste Zahl. Bei Fall 16 ist das Kérpergewicht 
am geringsten, trotzdem ist die Blutzuckermenge relativ hoch. Hieraus 
ergibt sich, daB kein deutlicher Zusammenhang zwischen Blutzucker- 
gehalt und Kérpergewicht des einzelnen Tieres besteht. 


II. Die Blutzuckermenge nach subcutaner Injektion von Diuretin vor der 
Kastration des weiblichen Kaninchens. 


Fiir diesen Zweck habe ich 1,5 g Diuretin (Theobrominumnatrium- 
salicylicum) in 15 cem physiologischer Kochsalzlésung gelést und ganz 
vorsichtig, langsam, subeutan unter die Riickenhaut injiziert. (Den 








10 S. Takakusu : 


Grund, warum ich 1,5 g Diuretin gebraucht habe, werde ich spiter 
erklaren.) Nach der Injektion war das Tier haufig einige Minuten lang 
sehr unruhig. Es erholte sich aber bald, wurde wieder munter und 
fraB gut. 

Das Blut des injizierten Kaninchens wurde zuerst eine Stunde nach 
der Injektion und dann mit je einstiindigem Intervall, im ganzen sechs- 
mal, wie bei nicht injizierten Kaninchen, aus einem Ohrgefaif8 entnommen 
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Abb. 5. 











und nach der Bangschen Vorschrift analysiert. Dabei habe ich jedes- 
mal Doppelanalysen ausgefiihrt. Die folgende Tabelle VI zeigt die 
Resultate. 
Tabelle VI. 
Die Blutzuckermenge in Prozent nach der subeutanen Injektion 1,5 g Diuretin 
bei normalem Zustande 


Nr. I I] I] IV Vi 
Datum S, XT. 22 KT. 26. XT. S: ii. 20. 1. 
Kérpergewicht |, 799 2.250 2,900 3,300 2,690 

kg 
0.1953 0.1809 0,2086 0.1074 0,1484 
0),2846 0,1974 0,219] 0,1279 0,196] 
0,1886 0,2255 0,1790 0,1138 0,1849 
0,2048 0,2012 0,1610 0, 1064 0,1569 
0,1936 0,1765 0,1416 O,1154 0,1393 
fehit 0,1544 0,1510 0, 1094 0.1215 





Durchschnitt 0,2133 0.1893 0.1767 0,1133 0,1578 


Nr. Vil Vill 1X X XI 


Datum 14, II. 9. II. 5. TTT. 26. II. i F48 
Korpergewicht| 4 199 2.500 2,307 2.100 2.612 
kg f 
01104 0,1678 0.1136 00960 0,161! 
0.1505 0.1912 01748 0.1164 0,2294 
0.1107 0,1837 —-0,1730 «01074 «02816 
0.1397 0.1568 0.1530 0,0896  0,2613 


0,1337 0,1300 0,1376 0,0932 0,1956 
0,1275 0,1130 0,1267 06,1089 0,1404 





Durchschnitt 0,1204 0,1570 0,1464 0.1019 0.2116 
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Nr. XII XIII XIV XV XVI 
Datum 23. Til. 24. IIT. PD 29. IV. 29. IV. 
i icht 
Ror ga 2,580 2.570 2,500 1,750 1,444 
0.2400 0,2317 0,1623 0.1456 0.2568 
0,2669 0,2694 0.1740 0,1483 0,2936 
0,2734 0.2958 0,161] 0,1849 0.2947 
0,2459 O,1918 0,2294 0,1388 0,1655 
0.2284 0.1753 0.2816 0.1616 0,1685 
0.2260 0,0942 0,2113 0,1484 0,1520 
Durchschnitt  0,2467 0,2097 0.2032 0.1546 0,2210 
Nr. XVII XVIII XIX 
Datum LY. V. 20. V. 1. VI. 
Korpergewicht | 2 300) 2.40 2.590 
kg f 
0,1201 0,1289 0,2180 
0,1294 0,2131 0.1960 
0,1154 0,1566 0,1785 
0,1132 0,1528 0.1687 
01426 —0,1229 00,1386 
0.1345 0,1205 0,1032 
Durchschnitt 0,1255 0,1491 0.1671 
| Aye Ps me | 
| 1 
| 
| } + { 
| | 
0,20 T T Tt A a 
| t 1 
| 
| 
ieeeeagah rl | 
| Vik Ny | | 
0,10 i Ly { { 
os VY | | 
0.08 i i 








Aus dieser Tabelle kann man ersehen, daB die Blutzuckermenge 
durch Diuretininjektion deutlich vermehrt wird, d. h. daB Hypergl yka- 
mie hervorgerufen wird. Unter diesen Fiillen gibt es jedoch vereinzelte. 
wo durch gleich groBe Verabreichung von Diuretin keine erhebliche Ver- 
mehrung von Blutzucker herbeigefiihrt wird. Fall 4 und 10 z. B. zeigen 
gar keine deutliche Vermehrung. 


Abb. 6. 
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Woher riihrt eine solche Erscheinung? Individuelle Unterschiede 
mégen dabei eine groBe Rolle spielen, darum habe ich probeweise bei 
den Fallen 4 und 10 am anderen Tage eine noch gréBere Dosis, 2,0 g, 
injiziert. Diese Analyse ergab folgende Blutzuckerwerte : 


Tabelle VII. 


Nr. IV X 
Datum 12. I. 28. II. 
Koérpergewicht kg 3,300 2,100 
0.1064 0,2035 
0,1104 0,2355 
0,1009 0,2481 
0.1034 0,2618 
0,1435 0.2691 
0,1313 0,2506 
0,1243 


0,1130 


Bei Fall 4 steigt die Blutzuckermenge erst 6 Stunden nach der 
Injektion etwas deutlicher als bei 1,5 g Diuretingabe. Dieses Tier zeigt 
ein ganz besonderes Verhalten gegeniiber Diuretininjektion. Bei Fall 10 
bemerkt man dagegen eine deutliche Zunahme des Blutzuckergehaltes. 
Ich kann mich daher der Ansicht von E. Hirsch nicht anschliefen 
(Zeitschr. f. physiolog. Chem. 94, S. 227), daB die Blutzuckermenge 
durch die Dosis von Diuretin nicht beeinfluBt wird. 

Ich will im AnschluB hieran meine Priifung mit verschieden hohen 
Dosen von Diuretin mitteilen. Daraus kann man die im Blutzucker- 
gehalt sich ausdriickende Reaktionsfihigkeit des Organismus auf ver- 
schieden groBe Dosen von Diuretin erkennen. 


Tabelle VIII. 
Fall 3. WeiBes Kaninchen (K6rpergewicht 2,900 kg). 


Blutzuckermenge in Prozenten 


vor der nach Injektion von nach Injektion von nach Injektion von 
Injektion 0,5 g Diuretin 0,1 g Diuretin 1,5 g Diuretin 
0,1226 0,1050 0,1381 0,2086 
0,1167 0,1175 0,1376 0,2191 
0.1151 0,1081 0,1428 0,1780 
0,1257 0,1134 0,1561 0,1610 
0,1150 0.1541 0,1416 
0.1005 0,1533 ~- 
0,1140 0,1379 0,1510 
0,1038 0,1108 
9,1119 
0,0998 


0,0993 
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Die Tatsache, daB jedes Tier in der Empfindlichkeit auf Diuretin 
gewissermaBen ein individuelles Verhalten besitzt, d. h. daB das eine 
sehr schnell und das andere sehr langsam und schwach reagiert, ist fiir 
meine Problemstellung von Bedeutung. Jedenfalls gibt es eine Abhiingig- 
keit zwischen der Dosis von Diuretin und der Blutzuckermenge. 

Noch einen anderen merkwiirdigen Fall habe ich nachzuweisen, wo 
das Tier bedeutend langsamer, doch sehr deutlich, auf Diuretin reagierte. 


Tabelle IX. 
Schwarzes Kaninchen (Koérpergewicht 2,700 kg). 


Blut zuckermenge 


vor der Datum und nach Injektion von 
= sree an 1,5 g¢ Diuretin 
& Ab. 740 em. 0,1260 ~ 
0,0923 920’ a. m. 0, 1009 
0,1015 1020’ a. m. 0,1366 
0,0916 1120’ a. m. 0,1029 
0,0947 1220’ p.m. 0,0962 
0,0904 1h 20’ p- m. 0,1108 
0.0965 24 20’ p. m. 0.0860 
3” 20° p.m. 0.1401 
4% 20’ p. m. 0,1255 
5" 20’ p. m. 0, 1080 
6 30° p.m. 0,099] 
9 0’ p. m. 0,122) 
9. XI. 920’ a. m. 0.1953 
102 0’ a. m. 0.2846 
1280’ p.m. 0, 1886 
3" 50° p. m. 0.2048 
6" 0’ p. m. 0,1936 
10. XT. 9 30’ a. m. 0,1616 
125 0’ p. m. 0.1311 
350’ p.m. 0,120] 


In diesem Falle habe ich am ersten Tage ohne Resultat bis 9 Uhr 
abends gearbeitet. Es interessierte mich, zu erfahren, ob das Tier viel- 
leicht tberhaupt gar nicht reagiert oder erst sehr spit mit Reaktion 
antworten wiirde. Deshalb habe ich am niichsten Morgen 9 Uhr die 
Untersuchungen nochmals begonnen. Der Versuch hat, wie die Tabelle 
zeigt, sehr deutliche Erhéhung des Blutzuckergehaltes ergeben. Aus 
dieser Erfahrung schlieBe ich, daB, wenn an einem Tage ein Tier nicht 
so deutlich reagiert, wir geduldig in den folgenden Tagen genau unter- 
suchen sollen. 


Die oben erwihnten Fille geben uns interessante Anregungen fiir 
die Untersuchung tiber die Individualitat des Tieres. Es ist darauf hin- 
zuweisen, daB eine solche Ausnahme fiir unsere Untersuchungszwecke 
recht unbequem sein kann. 
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lil. Die Blutzuckermenge nach der Kastration der weiblichen Kaninchen 
je nach dem Zeitablaufe. 


Uber den Einflu8 der Kastration auf den Organismus liegen schon 
von vielen Autoren Untersuchungen vor. Natiirlich ist auch schon auf 
die etwaige Beziehung der Kastration zur Lehre von der inneren 
Sekretion Riicksicht genommen worden. In der Einleitung habe ich aus- 
gefiihrt, inwiefern die Untersuchung des Blutzuckers vor und nach 
Kastration ein Mittel sein kénne, um die innere Sekretion des Ovariums 
von einer neuen Seite her zu beleuchten, 

Die Operationsmethode der Kastration wurde nach der allgemeinen 
Regel durch Laparatomie ausgefiihrt. Als Narkose geniigte die sub- 
cutane Injektion von 0,02 g Morphium hydrochloricum. Ich habe den 
allgemeinen Zustand der operierten Tiere stets genau verfolgt. Die 
operierten Tiere waren immer schon 3—4-—6 Stunden nach der Nar- 
kose erwacht, bewegten sich munter und konnten gut fressen. Vom 
nichsten Tage an waren sie ganz wie vor der Operation. 


Tabelle X. 
Fall 2. 
Blutzuckermengen 


Datum 25. XI. 10 Tage 6. XII. 21 Tage 10. 1. 58 Tage 





nach Kastr. nach Kastr. nach Kastr. 
0,1399 0,1179 0,0961 
0,1428 0,1149 0,1105 
0,1344 0,1213 0,1060 
0,1387 0,1107 0,0997 
0,1387 0,1132 0,1002 
0,1313 0.1111 fehit 
Durchschnitt 0.1376 0,1148 0,1025 
Fall 7. 
Datum 22.11. 8Tage 1.101. 15 Tage 7.111. 21 Tage 11.101. 25 Tage 
nach Kastr. nach Kastr. nach Kastr. nach Kastr. 
0,1288 0.1089 0,1050 0,1111 
0,1225 0,1066 0,1189 0,1091 
0,1246 O,1015 0,0980 0,1011 
0,1191 0,1232 0,0896 0,0814 
0,1158 0,1216 0,0898 0,1024 
0,1064 fehlt 0,0851 fehlt 





Durchschnitt 0,1195 0,1120 0,0977 0,1010 











fr 
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Fall 8. 
Datum 22. LI. 8 Tage 1. IIL. 15 Tage 7. Ill. 21 Tage 
nach Kastr. nach Kastr. rach Kastr. 
0.1161 0,1042 0.0805 
0.1256 0,1093 0.1042 
0,1132 0,0990 0,0806 
0,1196 0.1020 0.0888 
0.1033 0,0991 0.1020 
01010 fehlt 0,1009 
Durchschnitt 0.1131 0.1029 0.0928 
Fall 11. 
Datum 19. 1V. 18 Tage 3. V. 32 Tage 13. V. 42 Tage 


nach Kastr. 


nach Kastr. 


nach Kastr. 





Fall 12. 


0,1342 0,1 180 O,LOLI 
0.1351 O,L117 0,1126 
0,1295 0,113] 0, 10388 
0,130] O,1170 O1119 
0,1288 0,121] 0,1123 
fehlt O,1152 0, 1020 
Darchschnitt 0,1315 0,1160 0,1072 











Datum 8. V. 8 Tage 19.1V. 18 Tage 3.V. 32Tage 13.V 42Tage 26.V.55Tage 
nach Kastr. nach Kastr. nach Kastr. nach Kastr. nach Kastr 
0,1284 0,1322 0,0990 0,1107 0.1145 
0,1252 0,1382 0,0961 0,1148 0,1149 
0,1269 0,1298 O,1147 0,1162 0.1159 
0,1314 0,1321 0,1127 0, 1020 0, 1084 
0,1313 0,1362 0,1053 O,1195 0.1132 
0,1190 0,1306 0,1089 fehlt fehlt 
; Durchschnitt 0,1270 0,1331 0,1061 0,1176 0,1133 
t Fall A. 
Datum 28. X. 41 Tage 11. XII. 85 Tage 
i nach Kastr. nach Kastr. 
0,1039 0,1103 
0,0911 0,0995 
0,0917 0.1041 
ty 0,1079 0,0952 
4 0,0914 fehlt 
Durchschnitt 0.0972 0,1024 





(Dieses Tier war fiir einen andern Zweck kastriert worden, 
frithere Blutuntersuchung. ) 


Kastration einmal deutlich etwas erhéht, z. B. bei Fall 


deshalb fehlt die 


Aus dieser Tabelle geht hervor, daB die Blutzuckermenge nach der 
am 10, Tage, 


9 
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bei Fall 7 und 8 am 8. Tage und bei Fall 12 am 18. Tage nach der 
Kastration den héchsten Punkt der Blutzuckermenge erreicht und dann 
allmahlich zwischen 3—8 Wochen fast’ bis zum normalen Wert herab- 
sinkt. Fall A war zu einem anderen Zweck kastriert worden. Hier sieht 
man, daB der Blutzuckergehalt tiber 10 Wochen nach der Kastration 
sich fast normal verhilt. 

Solche Erhéhung des Blutzuckergehaltes scheint nur temporir zu 
sein. Méglicherweise licgt hier eine bald abklingende Ausfallserscheinung 
von kastrierten Kaninchen vor. Hier spielt auch die Individualitat eine 
Rolle, weil bei einem die Blutzuckervermehrung schneller auftritt und 


verschwindet als bei anderen. 


IV. Die Blutzuckermenge bei subcutanen Injektionen von Diuretin nach 
der Kastration von weiblichen Kaninchen. 


Die Blutzuckeriinderung nach der Diuretininjektion bei Kaninchen 
wurde bis jetzt schon durch viele Autoren gepriift, aber noch 
nicht an kastrierten Kaninchen. Ich habe méglichst fast gleich 
groBen, erwachsenen und gesunden weiblichen Kaninchen durch La- 
parotomie beide Ovarien entfernt und habe in méglichst gleich 
groBen Zeitabstinden nach der Kastration zuerst die Blutzucker- 
menge vor der Injektion bestimmt und dann nach der Diuretin- 
injektion, Die Dosis von Diuretin war meistens 1,5 g. Mit dieser 
Dosis habe ich, wie unter II erwahnt, deutliche Blutzuckererhéhung 
nachweisen kénnen, und den injizierten Kaninchen war diese Dosis 
unschiadlich. Die Blutentnahme begann zuerst 1 Stunde nach der 
Injektion und wurde nachher in gleichen Zeitabstinden wiederholt. 


Tabelle XI. 


Die Blutzuckermenge nach der Diuretininjektion bei kastrierten Kaninchen, 


Fall 2. 
Korpergewicht 
Datum 2. XII.17 Tage 16. XII. 30 Tage 18. I. 59 Tage 24. I. 

nach Kastr. nach Kastr. nach Kastr. vor Kastr. nach Kastr. 

2,250 kg 2.550 kg 
0,1650 0,1266 0,1006 
0,1902 0,1787 0,1350 
0,1799 0,1358 0,1299 
0,1354 0.1063 0,1095 
0,1302 0,1016 0, 1084 
0,1228 0,1236 0,1016 





Durchschnitt 0,1539 0,1287 0,1141 





Da 


I 


cl 
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Fall 8. 


Korpergewicht 











Datum 23. If. 9 Tage 2. IIL. 22 Tage 10.111. 25 Tage 12. ITT. 
nach Kastr. nach Kastr. nach Kastr. vor Kastr. nach Kastr. 
2,500 kg 2,609 kg 
0,137] 0,130] 0,1304 
0.1404 0.1240 0,1234 
0,1397 0,1277 0,1116 
0,1256 0,1190 0,0873 
0, 1073 0,1046 0.1147 
0,0901 0,0946 0,0996 
Durchschnitt 0,1233 0,1166 O,1111 
Fall 11. 
Kérpergewicht 
Datum 21. 1V.20Tage 5. V.35 Tage 19. V. 46 Tage 26. V. 
nach Kastr. nach Kastr. nach Kastr. vor Kastr. nach Kastr. 
2,612 kg 2,720kg 
0,1772 0,1207 0,1256 
0,2019 0,1539 0,1373 
0,2390 0,1350 0,1229 
0,1917 0,1171 0,1199 
0,1320 0,1288 0, L107 
0,1532 0,1099 0, 1084 
Durchschnitt 0,1825 0,1242 0,1208 
7 Fall 12. 
é Korpergewicht 
Datum 22. 1V. 21 Tage 4. V. 34 Tage 17. V. 47 Tage 3. ¥i 
nach Kastr. nach Kastr. nach Kastr. vor Kastr, nach Kastr. 
2.580 kg 2,610 kg 
0,2084 0,1290 0,1785 
0,2072 0.1847 0,1634 
0,2519 0,1817 0,1509 
0,238 1 0,1405 0,1352 
0,181] 0,1527 0,1469 
0,1752 0,1364 0.1179 
Durchschnitt 0,2106 0,1541 0,1487 


(Fall 11 und Fall 12 haben nach der Operation wochenlang an Durchfall 
gelitten, deshalb fehlt die friihere Untersuchung.) 


Fall A. 


Korpergewicht 





Datum 15. XI. 2 Mon. 13. XII. 3 Mon. 15. XII. 
nach Kastr. nach Kastr. vor Kastr. nach Kastr. 
2,700 kg 2,850 kg 
0,1514 0,1150 
0,1670 0,1476 
0,1274 0,1283 
0,1350 0.1130 
0,1178 0,0907 
Durchschnitt 0,1397 0,1149 


~ 
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Aus obiger Tabelle sieht man die allmahliche Herabsetzung der 
Empfindlichkeit der kastrierten Tiere auf Diuretininjektion, indem die 
Reaktion hierauf, die Erhéhung des Blutzuckergehaltes, mehr und mehr 
sinkt. Es fragt sich, ob diese Verinderung unmittelbar auf dem Ausfall 
einer inneren Sekretion beruht oder mittelbar auf einer Stoffwechsel- 
verinderung. Die von mir gefundenen Tatsachen sprechen zugunsten 
der Auffassung, daB das Ovarium ein inneres Sekret abgibt, welches 
gewissermaBen den Tonus des vegetativen Nervensystems unterhiilt. 
Um diese Auffassung zu sichern, bedarf es aber noch scharferer Beweise. 
Eines der einwandfreiesten Mittel, um innere Sekretion zu beweisen, 
ist die Methode der Parabiose. Werden zwei Tiere miteinander ver- 
einigt, von welchen eines desjenigen Organes entbehrt, von dem man die 
Lieferung des inneren Sekretes vermutet, so kann, wenn die Bedingungen 
hierfiir giinstig sind, das normale Tier so viel Sekretion an das mit ihm 
parabiotisch vereinigte Tier abgeben, um dessen Ausfallsymptome zu 
mindern. Diesen Erwigungen entsprechend habe ich normale weibliche 
Kaninchen mit kastrierten parabiotisch vereinigt. 

Um parabiotische Tiere zu bekommen, habe ich nach der Methode 
von F. Sauerbruch und M. Heyde, welche spiter von E. Fried - 
berger und Nassetti!) modifiziert wurde, die Operation ausge- 
fiihrt. Ich habe aber das Operationsverfahren in mir zweckmibBig er- 
scheinender Weise meinerseits modifiziert. F. Sauerbruch und &hdere 
Autoren haben die von beiden Tieren zugiingliche Bauchhéhlenkom- 
munikation so groB eingerichtet, da die Diarme von einer in die andere 
Bauchhohle frei durchgingig waren. F. Sauerbruch und M. Heyde 
haben in ihrer Arbeit geschrieben (Zeitschr. f. exper. Path. u. Ther., 
6, S. 33, 1909): ,.Was die Kommunikation der beiden Bauchhéhlen 
angeht, so findet man bei Relaparatomien und bei der Sekretion stets 
eine breite Offnung an der Vereinigungsstelle. Der Rand derselben ist 
glatt und spiegelnd von Serosa iiberzogen, die ohne Grenze von einem 
Tier zum andern heriiberzieht. Eine spontane Schrumpfung oder gar 
einen vollstandigen VerschluB der Verbindungsstelle haben wir niemals 
beobachtet. Selten kommt es zu Verklebungen der Diarme am peritone- 
alen Verbindungsring, noch seltener zu einem vollstandigen VerschluB 
der Offnung durch unter sich verwachsene Darmschlingen. Hiufig da- 
gegen trifft man ganze Darmabschnitte eines Tieres im Bauch des anderen 
an. Die Incarceration einer Darmschlinge in der Bauchhéhle des anderen 
Tieres hat sich im ganzen zweimal ereignet. Die Einklemmung fand 
beide Male am peritonealen Verbindungsring statt, derart, daB der Ring 
durch Adhision verschlossen, die durch die eine Liicke ausgetretene 
Schlinge tiber den Ring abgeknickt, bzw. abgeschniirt war.’ Nach 


1) Zeitschr. f. Immunititsforsch. u. exp. Therap., Orig. 2. 1909. 
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Sauerbruch und Heyde erschien sehr selten eine schlimme Folge 
durch Darminearceration. Unter .meinen vier parabiotischen Opera- 
tionen habe ich zweimal nach Sauerbruch und Heyde und zweimal 
nach meiner eigenen Modifikation ausgefiihrt. Die zwei Fille, welche 
ich nach Sauerbruch und He yde operierte, starben am 6. oder 4. Tage 
nach der Operation durch Darmincarceration, die den Tod des einen 
vom Paare herbeigefiihrt. Ich fiihrte baldige Trennung der Tiere aus 
(siehe unten). Die Sektionsbefunde waren fast die gleichen wie bei Sa uer- 
bruchund Heyde. Die Darme des einen Tieres waren durch die Bauch- 
héhlenkommunikation in das andere durchgetreten und dort mit den 
Darmen des anderen stark umwickelt, ein Teil des Diinndarms ca. 360°, 
d. h. so stark um die Langsachse gedreht, der zufiihrende Anschnitt 
stark gebliiht und der abfiihrende diinn und kollabiert. 

Bei meinen Fillen waren die Verwachsungen noch nicht so deut- 
lich, weil der Zeitablauf nach der Operation noch nicht so groB gewesen 
war. Die oben erwahnten schlechten Erfahrungen haben mich auf einen 
neuen Weg gebracht. Nach meiner Meinung ist das Durehtreten von 
Dairmen von einem zum anderen Tier ein recht unnatiirlicher Vorgang. 
Die operierten Tiere in méglichst natiirlichem Zustande leben zu lassen, 
wire das erwiinschte Ziel einer zweckmaBigen Technik. In dieser Hin- 
sicht habe ich die Operationsmethode so modifiziert, daB nach Er- 
6ffnung der Bauchhdéhle irgendeines der beiden Kaninchen das Omen- 
tum major nach der Seite und riickwiirts ganz langsam verschoben und 
dann herausgezogen wurde, bis die Wundéffnung der Peritonealhéhle 
genug bedeckt war. Dann nihte ich mit einer ganz feinen Nadel und 
Faden an 4—5 Stellen dasselbe an das Peritoneum an, und zwar einige 
Zentimeter entfernt von den Wundrindern. Durch diese Deckplatte 
kann man die Darme des betreffenden Tieres sehen. Diese Deckplatte 
reicht hin, um die Darme gegen Hervortreten der Offnung zu schiitzen. 
Nach beiderseitiger Herstellung der Deckplatte mittels des Omentum 
majors schlieBt man die beiden Bauchhéhlen, Peritoneum an Perito- 
neum, Muskel an Muskel, wie andere Autoren annihend. Bei VerschluB 
der Bauchhéhlenéffnung ziehe ich die Methode von Fried berger und 
Nassetti vor, weil durch diese Methode einerseits die Infektionsgefahr 
vermieden werden kann und andererseits der Lagewechsel durch Drehung 
der Tiere unnétig ist. Durch letzterwihnte, meine modifizierte Methoden 
konnte ich zwei Paare von parabiotischen Tieren (Kaninchen) erhalten. 
Kin Paar lebte 2 Wochen, das andere 10 Tage. Bei ersterem starb das 
kastrierte Kaninchen durch akute Pneumonie, beim zweiten Paar starb 
das normale Weibchen infolge der Injektion von Diuretin. 

In beiden Fallen habe ich das am Leben bleibende Tier von dem 
gestorbenen durch Operation getrennt und die Wunde geschlossen. 
Beim ersten parabiotischen Paar habe ich das lebende Tier erst ca. 6 Stun- 


Q* 
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den nach dem Tode seines Partners abgetrennt. Es ging bald darauf eben- 
falls zugrunde. Beim zweiten Paar habe ich das lebende Tier sofort 
nach dem Tode seines Partners abgetrennt, es blieb am Leben und wurde 
weiter zum Versuch benutzt. Bei der Operation der Trennung habe ich 
nahe der alten Verbindungsstelle abgeschnitten. Dabei habe ich auch 
bemerkt, da die abgeschnittenen Rainder etwas bluteten. Bei der 
Sektion eines der gestorbenen Kaninchen habe ich keine besondere 
Veranderung gefunden, nur eine kleine Menge von diinngelblicher Bauch- 
fliissigkeit war vorhanden. Das andere gestorbene Kaninchen zeigte die 
typische Verinderung von Pneumonie und hatte auch eine kleine Menge 
von Bauchfliissigkeit. Die Vereinigungsstellen waren bei beiden Tieren 
schon gut geheilt, die innere Flache der Kommunikationséffnung fast 
glatt, nur mit geringem fibrésem Belag versehen. Das angenihte 
Omentum major war an der Kommunikationséffnung gut angeklebt 
und schiitzte gegen das Durchdringen von Dairmen. Die Darme waren 
in beiden Fallen ganz in Ordnung, und es waren keine abnormen Ver- 
wachsungen zu sehen. 

Uber die Nachbehandlung von parabiotischen Tieren habe ich noch 
etwas zu erwihnen. Nach der Operation muB man darauf achten, dab 
erstens die Kérperbewegung der Tiere méglichst eingeschrankt und 
zweitens die Tiere peinlich sauber gehalten werden; hierauf haben viele 
Autoren ziemlich viel Miihe verwandt. Ich habe nach der Operation 
das operierte Tier zuerst méglichst bequem durch Gipsverband befestigt 
(die Vorschrift von anderen Autoren befolgend), und erst nach dem 
Kintrocknen des Gipses habe ich das Parchen mit schmalen Schniiren, 
welche an vier Stellen auf der Riickenseite fixiert und von dieser Stelle 
15—20 cm lang vom Gipsverband entfernt waren, zusammengebunden. 
Die durch einen Knoten vereinigten Schniire habe ich als ein Bandseil 
an der Decke des Kafigs fixiert, und zwar so, daB die vier FiiBe des Pir- 
chens, ganz bequem den Boden des Kafigs beriihrend, stehen bleiben 
konnten. Der Gipsverband muB8 natiirlich stark genug sein, um das 
Gewicht des Parchens an dem Seil hangend tragen zu kénnen. Durch 
diese Fixierung konnte das Pirchen je nach seinen Beinbewegungen 
sich nach allen Seiten gemeinschaftlich wenden. Nach einer Woche habe 
ich an dem Gipsverband an Riicken- und Bauchseite je eine Offnung 
eingerichtet, um die Hautverdunstung zu erleichtern. Die Lagerstatte 
habe ich mit getrocknetem Heu, welches jeden Tag gewechselt wurde, 
bedeckt, um die Tiere reinlich zu halten. 


Untersuchungen mit parabiotischen Kaninchen. 
Parabiose I. 
Als erste Versuche bespreche ich Fall 2 und Fall 4, welche ich durch 
meine modifizierte Methode parabiotisch vereinigt habe. Die Operation 
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war glatt ausgefiihrt. Am nachsten Tage nach der Operation war das 
irchen ganz munter, an der Decke des Kafigs hingend, sich herum 
bewegend, und hatte gut gefressen. Am 5. Tage nach der Operation 
habe ich die ersten Blutzuckeruntersuchungen der beiden Kaninchen 
ohne Injektion ausprobiert (s. Kurve VII). Am 6. Tage nach der Ope- 
ration habe ich die erste Subcutaninjektion von 1,5 g Diuretin in das 
kastrierte Kaninchen ausgefiihrt und die Blutzuckermenge gemessen. 
Wie die Kurve zeigt, sieht man ziemlich deutliche Erhéhung von Blut- 
zuckergehalt, d. h. von 0,0944—0,1511, Differenz: 0,0567 Erhéhung. 
Auf der anderen Seite hat das normale Kaninck en etwas spiater doch auch 
mit Blutzuckererhéhung reagiert, d. h. 0,0898—0,1421, wies also eine 
Differenz von 0,0523 auf. Wenn wir nun hiermit den Erfolg vergleichen 
mit dem, was wir zuletzt, 13. 1., als Blutzuckergehalt des kastrier- 
ten Kaninchens gemessen haben (Tabelle XI), dann konstatieren wir 
eine ziemlich deutliche Differenz, d. h. von 0,1141 auf 0,1511, Differenz 
- 0,0370. 
(Siehe Tabellen XII, XIla und b.) 


Tabelle XII. 








Fall 2. 
Datum Blutzuckermenge Datum Blutzuckermenge 
4. XI. Im normalen Zustand 11. XI. Nach Injektion 1,5g 
Diuretin 

0,0927 0,1809 

0,1025 0,1974 

0,0966 0,2255 

0,0928 0,2012 

0,0955 0,1765 

0,0892 0.1544 Differenz 

Durchschnitt 0,0958 0,1893 0,0935 

25. XI. am 10. Tage nach Kastr. 2. XII. 

0,1399 0,1650 

0,1428 0,1902 

0,1344 0,1799 

0,1387 0,1354 

0,1387 0,1302 

0,1313 0,1228 Differenz 

Durchschnitt 0,1376 0,1539 0.0163 

6. XII. am 21.Tage nach Kastr. 16. XII. am3l. Tage nach Kastr. 

0,1179 0,1266 

0,1149 0,1787 

0,1213 0.1358 

0,1107 0,1063 

0,1132 0,1016 

0,1111 0,1236 Differenz 





Durchschnitt 0.1148 0,1287 0.0139 
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10.1. am 56. Tage nach Kastr. 13. I. am 29. Tage nach Kastr. 

0,0961 0.1006 
0,1105 0.1350 
0, 1060 0.1299 
0.0997 O,1095 
0,1002 0, 1084 

fehlt 0.1016 Differenz 

Durchschnitt 0,1025 0,110s8 0,0083 


Tabelle XIla. 


Fall 6. (K6rpergewicht 2,600 kg.) 





Datum _ Blutzuckermenge Datum Blut zuckermenge 
18. I. Normales Kaninchen 20.1. nach Injektion von 
ohne Injektion 15g Diuretin 
0,0964 0,1484 
0,0992 0,1961 
0,0975 0,1849 
0.1046 0,1569 
0,1101 0,1363 
fehlt 0,1215 Differenz 
Durchschnitt 0,1015 0.1578 0,0563 


Tabelle XIIb. 
Para biose. 


ll , 2,600 kg (Normales Kaninchen) 
Korpergewicht : g 
tities * \2,550 kg (Kastriertes Kaninchen) 


28. I. Blutzuckermenge am 5. Tage nach der Parabiose ohne Injektion 








Normales Kaninchen Kastriertes Kaninchen 
0,0959 0,0923 
0,0916 0,093 1 
0,0852 0,0982 
0,0937 0,0817 | 
0,0833 0,1077 
0,0893 fehit 
Durchschnitt 0,0898 0,0944 
29.1. Amé6. Tagenachder Nach Injekion von 
Operation od. Injektion 15g Diuretin 
0,1192 0,1399 
0,1333 0,1742 
0,1532 0,1683 
0,1684 0,1517 
0,1367 0,1216 
Durchschnitt 0,1421 0,1511 
0,0898 0,0944 





Differenz 0,0523 0,0567 
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ate Am 9. Tage 1,5g ; : , 
Diuretin fabiakons Ohne Injektion 
0,1467 0,0938 
0,1727 0,1044 
01718 0,1179 
O715 0.1688 
0,1145 0,1578 
0,1413 0,1310 
Durchschnitt 0,1530 0,1289 
Normales Tier Normales Tier 
0,0898 nach Parabiose 0,0944 nach Parabiose 
Differenz 0,0632 0,0345 


Parabiose If und III, 

Die zweite Parabiose wurde am 12. III. 1921 mit Fall 8 (kastriert) 
und Fall 9, die dritte Parabiose am 26. V. 1921 mit Fall 11 (kastriert) 
und Fall 18 nach der Methode don Sauerbruch und He y de ausgefiihrt, 
aber in beiden Fallen sind die normalen Kaninchen (bei zwei am 6. Tage, 
bei drei am 4. Tage nach der Operation) durch Incarceration von Dar- 
men gestorben (wie oben bereits erwaihnt). Beim zweiten Fall. wurde 
direkt nach dem Tode, beim dritten Fall ca. 8 Stunden nach dem Tode 
die Trennung der beiden Tiere durch Operation vollzogen, die Wunde 
nach chirurgischen Mabregeln geschlossen. Leider konnte nur beim 
zweiten Fall dem operierten Tier das Leben gerettet werden, es hat noch 
ca. 11/, Monate gelebt, waihrend beim dritten Fall der Tod einige Stunden 
nach der Operation eintrat. Am tiberlebenden Tier habe ich denn auch 
den Blutzuckergehalt studiert, d. h. 31/, Stunden nach der Operation 
begann ich mit der Blutentnahme und habe diese bis zum dritten Tage 
nach der Operation fortgesetzt, wie die folgende Tabelle zeigt. Die 
Trennungsoperation war 10530’ a. m. des 17. II. 1921 glatt vollendet 
und um 2" nachmittags wurden die Blutuntersuchungen begonnen. 
Kérpertemperatur 39,8° anal gemessen. 


Tabelle XIII. 


Fall 8. Nach der Trennung von der Parabiose. Kérpertemp. 39,8° C. 


Datum und Zeit Blutzuckermenge 
17. TL. 26. TIL. in 22.1V. in 27. IV. 42 Tage 
2h p. m. 0,1677 norm. Zustand norm. Zustand nach Trennung 
1,5 g Diuretin 
3" p. m. 0,1549 0,1180 0,0782 0,1508 
4" p. m. 0,1594 0,1181 0,1076 0,1661 
5. p. m. 0,1525 0,0943 0,0863 0,1122 
6" p. m. 0,1996 0,1038 0,0925 0,1116 
11 p.m. 18. LIT. 0,1398 0,1135 
4" p, m. 0,1292 


11. p.m. 19. IIT. 0,1291 
4" p. m. 0,0967 
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An dieser Tabelle erkennt man, da die Blutzuckermenge direkt 
nach der Operation selbst deutlich erhéht ist. Die Erhéhung hat bis 
zum nichsten Tage gedauert, worauf sie dann allmahlich bis zum 
normalen Werte herabsinkt. Diese Erhéhung des Blutzuckergehaltes 
kénnte eine bloBe Operationsfolge sein. 


Parabiose IV. 

Die vierte parabiotische Operation wurde 2" p. m. des 6, VI. 1921 
durch die Vereinigung von Fall 12 mit Fall 19 ausgefiihrt. Die Operation 
wurde ganz glatt nach der von mir modifizierten Methode beendet. 
Am vierten Tage nach der Operation konnte ich normale Werte des Blut- 
zuckergehaltes der beiden Tiere feststellen. Am siebenten Tage nach 
der Operation habe ich die erste Diuretininjektion am kastrierten Tiere 
probiert. Die Blutzuckermenge war durchschnittlich bis 0,1534 ge- 
steigert; vor der Injektion, aber nach der Operation; war sie durch- 
schnittlich 0,1056. Wenn wir dieses Ergebnis mit jenem Durchschnitts- 
werte, den man am 46. Tage nach der Kastration durch Diuretininjektion 
erhielt, vegleichen, so ist eine ziemlich deutliche Differenz zu bemerken 
(s. Kurve VIII). Im ganzen kann man sagen, daB, wihrend das kastrierte 
weibliche Kaninchen je nach dem Zeitablaufe nach der Kastration 
immer schwacher auf Diuretin reagiert, es nach der parabiotischen Ver- 
einigung mit dem normalen weiblichen Kaninchen wiederum deutlich 
stirker als zu Beginn der Kastration reagiert. Es wiirde wohl noch 
stiirker reagiert haben, wenn das Tier linger am Leben geblieben wire. 

Das wesentliche Ergebnis meiner Parabioseversuche besteht darin, 
daB ein kastriertes Weibchen infolge Vereinigung mit einem normalen 
Weibchen wiederum stirker mit Hyperglykimie nach Diuretininjektion 
reagiert, als vor der Vereinigung. Hiermit ist ein neuer und sicherer Nach- 
weis fiir innere Sekretion durch das Ovarium gegeben, denn die Para- 
biose hat an dem kastrierten Tier nichts anderes geiindert, als daf jetzt 
ein, wenn auch geringfiigiger, Blut- und Lymphaustausch zwischen ihm 
und dem noch seine Ovarien besitzenden Tier stattfindet. Auf dem 
Blutwege mu8 demnach ein aus dem Ovarium stammendes Hormon 
in das kastrierte Tier gelangen und qualitativ Ersatz fiir das fehlende 
Ovarium leisten. Man wird mit der Behauptung nicht fehlgehen, dal 
zurzeit dieser Nachweis einer inneren Sekretion mit Hilfe der Parabiose 
von allen Methoden eine der beweiskriftigsten ist. Auf Grund dieses 
Nachweises ist die Frage nach der Wirkungsweise des Ovarialhormons, 
dessen Fehlen die Reaktionsweise auf Diuretininjektion andert, in ver- 
stirkter Weise berechtigt. Das Diuretin greift, soweit es Hyperglykimie 
macht, zentral an. Deshalb kann man die Annahme machen, daB das 
Ovarialhormon die Erregbarkeit vegetativer Zentralteile auf einer Hohe 
halt, welche herabgemindert wird, wenn das Hormon fehlt. Da mit 
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dem Verlust des Ovariums, nach Analogie des Menschen, die Erregbar- 
keit des Zentralnervensystems sinkt, halte ich diese Annahme fiir nicht 
zutreffend. Nicht ausschlieBen laBt sich natiirlich die andere Annahme, 
daB die Empfindlichkeit der peripheren Orte, an welchen die den Koh- 
lenhydratstoffwechsel beeinflussenden Nerven angreifen, herabgesetzt sei. 


Tabelle XIV 
Fall 12. 











Datum Blutzuckermenge Datum Blutzuckermenge 
22.111. In normalem 23. HI. Nach [njektion 
Zustand von 1,5g Diuretin 
0,1132 0,240 
0,1104 0,2669 
01190 0,2734 
0,1147 02459 
0,1139 0,2284 
fehlt 0,2260 Differenz 
Durechschnitt 0,1142 0,2467 0.1325 
Am 18. Tage nach Kastr. Am 20. Tage nach Kastr. 
19. IV. 0,1322 ; 21. 1V. 0,1772 
0,1382 0,2019 
0,1298 02390 
0,1321 O,1917 
0,1362 0,1320 
0,1306 0,1532 Differenz 
Durchschnitt 0,1331 0,182 0,0492 
Am 32. Tage nach Kastr. Am 34. Tage nach Kastr. 
a. 0,0990 SY. 0,1207 
0,096 1 0,1339 
0,1147 0,1350 
0,1127 0,1170 
0,1053 0,1288 
0,1089 0,1099 Differenz 
Durchschnitt 0,1061 0,1242 0.0181 
Am 42. Tage nach Kastr. Am 46. Tage nach Kastr. 
is ¥. 0,1107 on 2 0,1256 
0,1148 0.1373 
0,1162 0,1229 
0, 1020 0,1199 
0,1195 0,1107 
fehlt 0,1084 Differenz 





Durchschnitt 0,1149 0.1208 0.0059 
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Datum Blutzuckermenge Datum Blutzuckermenge 


Am 65. Tage nach Kastr. 


26. V. 0.1145 
0,1149 
0.1159 
0.1084 
0,1132 
fehlt 





Durchschnitt 0,1133 


Im normalen Zustande 





Fall 19. 


Nach Injektion von 
15g Diuretin 





ai. ¥. 0,0912 1. VJ. 0.2180 
0.1011 0,1960 
0,1092 O,1785 
0,0998 0,1687 
0,1020 0,1386 
fehlt 0,1032 Differenz 
Durchschnitt  0,1006 0,1671 0,0665 
Parabiose. 


Normales Kaninchen 
(K.-G. 2,610 kg) am 4. Tage 
nach der Parabiose 


6. VI. 0,1045 
0,1083 

0,0901 

0,0933 

0.1190 

fehlt 


Kastriertes Kaninchen 
(K.-G. 2,590 kg) 


0,0810 
0.1121 
0,1181 
0,115] 
0,1020 
fehlt 





Durchschnitt 0,1030 


Ohne Injektion 


9. VI. 0,1345 
0,1751 
0,1442 
0,1100 
0,0937 
0,0864 


0,1056 


Am 7. Tage nach Injektion 
von Diuretin 
0,1510 
0,1984 
0,1650 
0,1724 
0,1289 
0,1050 





Durehschnitt 09,1239 
0,1030 


0,1534 
0, 1059 





Differenz 0,0209 


0,0475 
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Tabelle XV. 





ohne Injektion 


am 24. Tage n. Tr. 


Blutzuckermenge 
nach Injektion von 1,5 g Diuretin 


am 28. Tge n. Tr. 


am 39.Tge n. Tr. 


Kastriertes Kaninchen nach Trennung von Parabiose. 


am 63. Tage n. Tr. 





























Datum 5. VEL 9. VII. 18. VII. Li. VIEL. 
@,1151 0,1646 0,1290 0,1518 
0.1143 0, 1702 0,1565 0.1176 
0,0980 0.1646 0,1238 0,1303 
0,1079 0,1596 0,1124 0,1134 
0,0994 0,1074 0,0860 0,1058 
fehlt 0,087 1 0,0826 0,0976 
Durchschnitt 0,1064 0,1422 0,1150 0,1125 
8,20 
0,10 : mend —— 
008 \ 
Abb. 9. 
. 
Zum SchluB gehe ich noch auf eine interessante Beobachtung ein. 
die ich an dem kastrierten Kaninchen, welches ich nach dem Tode des . 


Partners der Parabiose durch Operation getrennt habe, und an dem ich 
eine Zeitlang den Blutzuckergehalt bestimmte, gemacht habe. Nach 
der Trennung habe ich den Blutzuckergehalt in normalem Zustand und 
nach Diuretininjektion bestimmt. Dabei beginnt das Tier, wie die 
Kurve zeigt, langsam wieder schwiicher auf die Diuretininjektion zu 
reagieren, ihnlich wie zu der Zeit, als es kastriert, aber nicht para- 
biotisch vereinigt war. Nach der Kastration sahen wir, daB die Ab- 
stumpfung der Reaktionsfihigkeit des Kaninchens gegen das Diuretin 
nach 4, 6, 7 oder 8 Wochen deutlich bemerkbar geworden ist. Nach . 
der Trennung der Parabiose sieht man auch bei dem kastrierten Kanin- 
chen die deutliche Abschwichung der Reaktionsfihigkeit gegen 
Diuretin erst nach 9 Wochen. Dies scheint mir eine Stiitze fii 


die vorhin entwickelte Auffassung zu sein. Durch die Parabiose 


war wieder Ovarialhormon in das kastrierte Tier gelangt und hatte 
die Empfindlichkeit desselben gesteigert. Nach der Trennung ging 
dieselbe, wenn auch auffallenderweise langsam, wieder zuriick. (Siehe 


Tabelle XV.) 
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Die interessante Frage, inwieweit der von mir dargelegte EinfluB 
eines Sexualhormons geschlechtsspezifisch sei oder nicht, habe ich bei 
Abschlu8 meiner Untersuchungen in Angriff gnommen. Leider muBte 
ich aus duBeren Griinden, nachdem es mir gelungen war, einen, meiner 
Meinung nach beweiskraftigen Fall zu beobachten, meine Untersuchun- 
yen abbrechen und kann daher nur diesen einen Fall mitteilen. 


> 


Ich kastrierte ein miinnliches Kaninchen, bei dem ich vorher den 
Zuckergehalt des Blutes nach Diuretininjektion untersucht hatte. Bei 
diesem Kaninchen habe ich lange Zeit nach der Entfernung von Hoden 


und Nebenhoden die Reaktion auf Diuretin gepriift. Es ergab sich 
selbst 120 oder 130 Tage nach der Kastration eine starke Hypergl ykimie 
nach Diuretininjektion. Da nun beim Weibchen die Sache ganz anders 
lag, so liegt offenbar ein geschlechtsspezifischer Unterschied vor. Beim 
minnlichen Tier kommt es nicht zur Umstimmung derjenigen Teile, 
auf welchen die Reaktion auf die Diuretininjektion beruht. Nach- 
folgend teile ich die Protokolle des einen von mir genau untersuchten 


Falles mit (Tabelle XVI). 


Tabelle XVI. 
Mannliches Kaninchen. 


Blutzuckermenge 
in normalem nach Injektion am 7. Tage am 14. Tage 
Zustande 1,5 g Diuretin nach Kastr. nach Kastr. 
Datum 8. IV. 17. II. 19. LIL. 26. ILI. 
0,1172 0.1775 0,111 0,1225 
0,0936 0,1979 0,1193 0,1265 
0,1120 0,1788 0,1206 0,1217 
0,1037 0,1537 0,1125 0,1375 
0,0901 0,1967 fehit fehlt 
fehlt 0,1582 fehlt fehlt 


Durchschnitt 0,1033 0.1771 0,1158 0,1285 





Blutzuckermenge 
am 43. Tage am 119. Tage am 120. Tage am 130. Tage 
nach Kastr. nach’ Kastr. nach Kastr. nach Kastr. 
Datum 22. IV. 6. VII. 8. VII. 18. VIT. 
0.1159 0,1124 0,1335 0,1674 
O,1115 0,0824 0,1691 0.2331 
0,1202 0.1190 0,1859 0,2767 
0,1015 0,1108 0.1909 0.3037 
,1190 0,1048 0,1314 0,3227 
fehlt fehit 0,1001 0,2763 


Durchschnitt 0,1136 0,1058 0,1518 0,2633 





Korpergewicht vor der Kastration 2,200 kg, 
a am 17. VII. 1921 2,370 kg. 
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Die Kastration, welche ich ausfiihrte, gab mir auch Gelegenheit, die 
Folgen der Entfernung des Ovariums auf den Zustand von Uterus und 
Vagina durch die Beobachtung nach der Sektion festzustellen. Nicht 
um Neues mitzuteilen, sondern um Bekanntes zu bestitigen, vor allem 
auch, um die Vollstaindigkeit der Entfernung der Eierstécke zu belegen, 
zeige ich die nachstehende Abbildung. Sie zeigt den groBen Unter- 
schied in der Entwicklung von Uterus 
und Vagina beim normalen und ovarien- 
losen Kaninchen. In dieser Figur sind 
zum Vergleich die Sexualorgane der 
normalen Tiere mit abgebildet. 

ZusammengefaBbt sind die Ergebnisse 
meiner Arbeit folgende: 

1. Es wurde am normalen und dem 
kastrierten weiblichen Kaninchen die 
GréBe des Blutzuckergehaltes nach 
Diuretininjektion mit Hilfe von Bangs 
Mikromethode bestimmt. 

2. Es ergab sich, daB mit der Dauer 
der Zeit nach der Kastration die durch 
Diuretininjektion erregte Hyperglykiamie 
mehr und mehr abnahm. 

3. Da die Hyperglykimie nach 
Diuretininjektion zentral bedingt ist, 
darf angenommen werden, da®B durch 
Fehlen dieses Ovarialhormons die Emp- 
findlichkeit gewisser Teile des Zentral- 
nervensystems herabgesetzt wird. 

4. Durch parabiotische Vereinigung Abb. 10. 
des kastrierten Kaninchens mit einem 
normalen Weibchen nahm die Reaktionsfahigkeit, beurteilt nach der 
Hyperglykamie nach Diuretininjektion wieder zu, nach der Trennung 
wieder ab. 

5. Durch die Methode der Parabiose ist demnach ein neuer sicherer 
Nachweis eines in das Blut gelangenden Ovarialhormons, somit fiir 
innere Sekretion durch das Ovarium, erbracht worden. 

6. Nach Entfernung der Ovarien kam es zu einer hochgradigen 
Atrophie des Uterus und der Vagina. 

7. Die Abnahme der Hyperglykiimie auf Diuretininjektion ist eine 
am weiblichen Tier geschlechtsspezifische Erscheinung, denn dieselbe 
lieB sich am kastrierten Mannchen nicht beobachten. 

8. Die Reaktion auf Warmestich andert sich nicht nach der Ka- 
strierung. 























Uber eine Holzreaktion nebst Bemerkungen iiber das Anethol. 


Von 
Oskar Adler. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der deutschen Universitat Prag.) 
(Eingegangen am 16. September 1921.) 


Bei Gelegenheit einer systematischen Untersuchung tiber Holz- 
reaktionen, tiber deren Ergebnis in einer spateren Mitteilung berichtet 
werden soll, habe ich folgende Reaktion beobachtet, die ich gesondert 
besprechen méchte. Diese Reaktion wird folgendermaBen ausgefiihrt : 

Man bereitet eine konzentrierte Lésung von salzsaurem Phenyl- 
hydrazin in konzentrierter Essigsiure. In die Lésung werden kleine 
Holzstiickchen getaucht und das Reagens erwirmt. Hierbei tritt 
allmahlich eine intensive Griinfirbung des Holzes ein. 

Diese Griinfarbung entstand mit allen bisher gepriiften Holzarten, 
doch nicht bei allen in gleich schéner Weise. Anhaftende Rindenteile 
farbten sich hierbei rot bis rotbraun. Bei langerem Erhitzen wurde das 
Griin mibfarbig und die Fliissigkeit nahm eine dunkle Farbung an. 
Die Griinfarbung des Holzes trat auch ohne Erhitzung bei langerem 
Stehen der Probe bei Zimmertemperatur ein’). 

Um einen Einblick in den Chemismus dieser Reaktion zu erhalten, 
habe ich zahlreiche in Betracht kommende organische Stoffe gepriift, 
indem ich sie an Stelle von Holz mit dem Reagens erwirmte. Von den 
bisher gepriiften Koérpern ergaben Griinfarbung bei dieser Reaktion 
das Furfurol und ferner aus dem Handel bezogene altere Praparate 
von Anis6l und Fencheldl. 

Das Furfurol gibt bei der Reaktion eine voriibergehende Griin- 
farbung. Doch kommt das Furfurol bei der angegebenen Holzreaktion 
nicht in Frage, weil bei der kurzen Erwairmungsdauer, die bis zum Ein- 
treten der Griinfairbung erforderlich ist, bei dieser Reaktion Furfurol 

1) Anm. beider Korrektur: Nach der Drucklegung dieser Arbeit finde 
ich, daB Jentsch (Wochenblatt f. Papierfabrikation 49, 60. 1918) eine Griin- 
farbung des Holzes mit Phenylhydrazinchlorhydrat beobachtet hat. Meine wei- 
teren Untersuchungen iiber die Reaktion und speziell iiber das Anethol werden 
dadurch nicht berihrt. 
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aus Holz in nachweisbarer Menge nicht entsteht und ferner, weil gerade 
Stoffe, die sonst leicht Furfurol abspalten, wie z. B. die Pentosen, die 
Griinfarbung bei der angegebenen Reaktion nicht liefern. 

Die erwaihnten alteren Praparate von Anis6l und Fenchelél gaben 
beim Erwarmen mit dem Reagens eine sehr intensive Griinfarbung. 
Der Umstand, daB diese beiden atherischen Ole die Griinfirbung gaben, 
wies auf das Anethol hin. Tatsachlich zeigten auch von verschiedenen 
Seiten bezogene fliissige Anetholpraparate die Griinfarbung bei dieser 
Reaktion in ausgezeichneter Weise. 

Die weitere Untersuchung ergab jedoch, dab reines krystallisiertes 
Anethol (von Schimmel & Co., Miltitz) die Griinfarbung nicht hervor- 
rief, sondern daB diese Eigenschaft nur bereits zersetzten Anethol- 
praparaten zukomme. Auch krystallisiertes Anis6l (la russ. rect. weiB, 
Schimmel & Co.) zeigte die Griinfairbung nicht. 

Es war daher anzunehmen, daB ein Umwandlungs produkt 
des Anethols fiir das Eintreten der Griinfarbung bei der beschriebenen 
Reaktion verantwortlich zu machen sei. 

In der Tat gelang es durch Eingriffe verschiedener Art, das Anethol 
derart zu verandern, daB es bei der angegebenen Reaktion die Griin- 
firbung in ausgezeichneter Weise gab. 

Diese Veranderung des Anethols konnte auf folgende Weise erzielt 
werden: 1. Durch allmahliches Einengen von Anethol auf dem Wasser- 
bade; 2. durch vorsichtiges Zutropfen von rauchender Salpetersaure 
zu Anethol; 3. durch anderweitige Oxydationsmittel, wie Kalium- 
permanganat in saurer Lésung, ferner Kaliumbichromat und Schwefel- 
saure; 4. durch mehrstiindige Einwirkung von ultraviolettem Licht 
(Quarzlampe) auf Anethol. 

Durch Einleiten von Ozon in eine Lésung von Anethol in Benzol 
entstand der Griinkérper nicht oder héchstens nur in Spuren. 

Einige fliissige Institutionspraparate von Anethol, die viele Jahre 
im diffusen Lichte der Sammlungen gestanden waren, gaben die Griin- 
firbung in intensiver Weise. 

Ein solches Praparat, von dem bloB einige Kubikzentimeter vorhanden 
waren, wurde im Vakuum bei 20mm Hg unter starker Erwirmung 
iiber freier Flamme destilliert. Hierbei ging ein gelbliches, etwas 
stechend riechendes Ol iiber, das in den iiblichen fliichtigen Lésungs- 
mitteln leicht léslich war und die Griinfarbung in sehr intensiver Weise 
gab. 


Daneben schieden sich im Kiihler farblose Krystalle ab. Diese wurden vom 
anhaftenden Ol getrennt durch Kochen mit siedendem Wasser, in welchem sich 
die Krystalle lésten, so daB das obenschwimmende OI leicht abgetrennt werden 
konnte. Beim Abkiihlen des Wassers schieden sich die Krystalle wieder ab. Diese 
wurden in Benzol aufgenommen; beim allmahlichen Verdunsten desselben schieden 
sich schéne, farblose Nadeln ab, die bei 180° ohne Zersetzung schmolzen. Sie 
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erwiesen sich als leicht léslich in Alkohol, Ather und Benzol, kaum léslich in kaltem, 
leicht léslich in siedendem Wasser, unldéslich in Sodalésung. Die gereinigten Kry- 
stalle gaben die Griinfirbung bei unserer Reaktion nicht. 

In dem im Kolben verbliebenen Destillationsriickstand wurde 
besonders auf Di-p-methoxystilben (Photoanethol) gefahndet, welches 
jedoch nicht nachgewiesen werden konnte. Der die Griinfairbung be- 
dingende Kérper war also in dem iiberdestillierten Ol enthalten. Zur 
Ermittlung der Konstanten zwecks niherer Charakterisierung reichte 
aber die gewonnene sehr geringe Menge nicht aus. 

Die bei der Reaktion mit dem Anetholderivat erhaltene Griin- 
farbung zeigte im Spektroskope ein breites Band im auBersten Rot. 
Die Grinfarbung ist nicht bestindig, sondern vergilbt nach mehr- 
tigigem Stehen. 

Die bekannten Oxydationsprodukte des Anethols, wie Anisaldehyd 
und Anissaure, gaben die Griinfarbung bei der beschriebenen Reaktion 
nicht. Von sonst hier interessierenden Stoffen, die alle bei der Priifung 
einen negativen Ausfall der Reaktion gaben, seien besonders erwihnt: 
Anisol, Anisoin, Isanethol und Methanethol, Safrol, Eugenol, Iseugenol, 
Zimtaldehyd, Coniferin. 

Was die Beziehung des die Griinfairbung bedingenden Anetholderi- 
vates zu der oben beschriebenen Holzreaktion anbelangt, so ist eine 
solche nach den bisherigen Untersuchungen noch nicht hergestellt. 
Das Vorkommen eines solchen Stoffes im Holze wire aber denkbar. 
Jedenfalls erscheint es bemerkenswert, daB das Anetholderivat, das 
die Griinfarbung bei der beschriebenen Reaktion hervorruft, auch andere 
Farbenreaktionen gibt, die dem Holze zukommen. So ist es bekannt, 
daBb gewisse aromatische Amine mit Holz gelbe Farbenreaktionen 
geben [s. Klason')]. Analoge Farbenreaktionen mit den aromatischen 
Aminen ruft auch, wie ich beobachtet habe, das Anetholderivat hervor. 
So geben o- und p-Amidobenzoesiure oder »-Amidoacetophenon in 
essigsaurer Lésung mit Holz gelbe bis orangegelbe Farbungen, die in 
der Siedehitze abblassen und beim Abkiihlen wieder in der friiheren 
Intensitaét auftreten. Ganz analoge Farbungen wie Holz gibt auch das 
Anetholderivat. Das p-Phenylendiamin gibt, wie bekannt, in essig- 
saurer Lésung mit Holz eine Rotfirbung; eine ebensolche Fiarbung 
wie Holz gibt auch das Anetholderivat. Ein weiterer Parallelismus ist 
zu beobachten mit Benzidin in essigsaurer Losung, welches beim Er- 
wirmen sowohl mit Holz als auch mit dem Anetholderivat eine schéne 
Rotfarbung liefert. 


') P. Klason, Ber. 1920 Nr. 5, 8S. 706 ff. 




















Uber die Resorption des Aluminium-Ions durch das Wurzel- 
system der Pflanzen. 


Von 
Julius Stoklasa, 
unter Mitwirkung von J. Sebor, F. Tf mich und J. Cwacha. 


(Aus der biochemischen Abteilung der staatl. Versuchsstation an der béhmischen 
technischen Hochschule in Prag.) 


(Eingegangen am 11, Oktober 1921.) 


Uber die Resorption des Aluminiums hat schon der russische Phy- 
siologe W. Rothert mit Borowikow und Schimkin (Odessa) im 
Jahre 1905 Versuche ausgefiihrt. Nach den von ihm erzielten Resul- 
taten nehmen simtliche untersuchten Pflanzen Aluminium in gréBerer 
oder geringerer Menge auf, wenn ihnen dasselbe in zuginglicher Form 
dargeboten ist; das gilt nicht nur fiir die léslichen Aluminiumsalze, 
sondern auch fiir gewisse in Wasser unlésliche Aluminiumverbindungen. 

Um einen wahren Begriff iiber die Resorption des Aluminiumions 
durch das Wurzelsystem der Pflanzen zu erhalten, haben wir Versuche 
mittels der Wasserkulturmethode vorgenommen. Zu diesem Zwecke 
bereiteten wir eine Nahrlésung in derselben Weise wie friither!), und 
zwar eine solche ohne Aluminiumion und eine mit Aluminiumsulfat. 

]. Nahrlésung ohne Aluminiumion: 

In 1000 cem destillierten Wassers waren vorhanden: 

1,0 g Kaliumnitrat, 

0,1 g Magnesiumsulfat, 

0,5 g Tricalciumphosphat und 
0,25 g Ferrophosphat. 

Il. Nahrlésung mit Aluminiumsulfat: 

Diese Niahrlésung hatte dieselbe Beschaffenheit, nur wurden 0,001 Atom- 
gewicht Aluminium in Form von Aluminiumsulfat pro 1] zugefiigt. Wir haben 
zu unseren Versuchen nachstehende Pflanzen gewihlt: 

Von den Hydrophyten Galeopsis versicolor und Caltha palustris. 
Von den Mesophyten Dactylis glomerata und Festuca pratensis. Von 
den Xerophyten Sesleria coeruler und Anthylis vulneraria. 

Es ist zu bemerken, daB die Pflanzen in jugendlichem Zustande aus dem Boden 
herausgenommen, gut gereinigt und dann mittels der Wasserkulturmethode in 


1) J. Stoklasa, diese Zeitschr. 1918. 
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der oben beschriebenen Nahrlésung zur weiteren Entwicklung gebracht wurden. 
Die Versuche dauerten 27 Tage. Die Xerophyten und manche Mesophyten haben 
sich in der Nahrlésung schlecht entwickelt, infolgedessen haben wir nur gesunde 
volistiindig entwickelte Pflanzen zur Analyse verwendet. 

Die Resultate unserer Untersuchungen sind in der folgenden Auf- 
stellung A enthalten. Betrachten wir zunichst die Hydrophyten. 








A. 
In der Trockensubstanz befanden sich Al,O,, in Prozenten. 
Hydro ph st we Nahrlésung Nahrlosung 
Galeopsis versicolor ohne Aluminium mit Aluminium 
Wurneistook .. .. 202s? ; 0,065, 0,879° 
Oberirdischer Teil . . . . . 0,021°, 0,347%, 
0,086°,, 1,226°,, 
Caltha palustris 
ee ee eee Se 0,025°,, 0,758%, 
Oberirdischer Teil . . . . . 0,016°,, 0,192% 
0,041), 0,950% 


Mesophyten: 
Dactylis glomerata 








Regt a h  ah 0,006°,, 0,152% 
Oberirdischer Teil . . . . . 0,005% 0,080°% 
0,0119% 0,232% 

Festuca pratensis 
WEGRN ae ies Se SRT tS 0,013°,, 0,202°, 
Oberirdischer Teil . . . . . 0,008°,, 0,039% 
0,021°, 0,241%, 


Xerophyten: 
Sesleria coeruler 





Ganze Pflanze....... Spuren 0,013%, 

Anthylis vulneraria 
NUNN Fo Pa are wees 0,009°,, 0,018%, 
Oberirdischer Teil . . . . . Spuren 0,012% 
0,009%, 0,030% 


Bei Galeopsis versicolor befanden sich nach 27 Tagen in der Trocken- 
substanz des ganzen Pflanzenorganismus aus der Nahrlésung ohne Aluminium- 
ion 0,086°,, Aluminiumoxyd, in der Nahrlésung mit Aluminiumion 1,226% Alu- 
miniumoxyd, also folglich in letzterer um 1,14% mehr, Bei Caltha palustris waren 
in der Trockensubstanz des ganzen Pflanzenorganismus aus der Nahrlésung ohne 
Aluminiumion 0,041%, in jener mit Aluminiumion 0,959 Aluminiumoxyd zu- 
gegen, also in letzterer ein um 0,909% gréBeres Quantum. Von den Mesophyten 
waren bei Dactylis glomerata in der Trockensubstanz des ganzen Pflanzenorganis- 
mus aus der Nihrlésung ohne Aluminiumion 0,0119, in der Nahrlésung mit 
Aluminiumion 0,232%, Aluminiumoxyd vorhanden, daher in letzterer eine um 
(0),221% gréBere Menge. Bei Festuca pratensis befanden sich in der Trockensubstanz 
des ganzen Pflanzenorganismus aus der Nahrlésung ohne Aluminiumion 0,021%, 
mit Aluminiumion 0,241°%, daher in letzterer um 0,22% mehr. Von den Xero- 
phyten waren bei Sesleria coeruler in der Trockensubstanz aus der Naihrlésung 
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ohne Aluminiumion bloB Spuren von Aluminiumoxyd, in jener mit Alumi- 
niumion 0,013% Aluminiumoxyd konstatierbar. Bei Anthylis vulneraria waren in 
der Trockensubstanz des ganzen Pflanzenorganismus aus der Nahrlésung ohne 
Aluminiumion 0,009°% Aluminiumoxyd, in jener mit Aluminiumion 0,030°, Alu- 
miniumoxyd vorhanden, daher in letzterem Falle um 0,021 mehr. 

Es war notig, mit einer stirkeren Konzentration von Aluminiumion Versuche 
anzustellen. Hierzu wurde dieselbe Lésung ohne Aluminium, ebenso mit Alumi- 
niumsulfat wie die friitheren, hergestellt, und dieselben Niahrstoffe benutzt, nur 
mit dem Unterschiede, daB eine Konzentration von 0,015 Atomgewicht in Gramm 
Aluminium in Form von Aluminiumsulfat pro 11 zugesetzt wurde. Die erhaltenen 
Resultate befinden sich in der Aufstellung B. 


B. 
In der Trockensubstanz befanden sich Al,O, in Prozenten. 


H ydrophyten: 

















Nahrlésung Nahrlésung 
Galeopsis versicolor ohne Aluminium mit Aluminium 
Wurselstock .. ... +. 6 os 0,065% 0,257% 
Oberirdischer Teil . . . . . 0,021% 0,105% 
0,086°,, 0.362%, 
Caltha palustris 
WON os Sas 0,025% 0,319°, 
Oberirdischer Teil . . . . . 0,016% 0,087% 
0,041°%, 0,406°,, 
Mesophyten: 
Dactylis glomerata 
a ee en ae 0,006°%, 0,085°, 
Oberirdischer Teil . . . . . 0,005% 0,072% 
0,011, 0.15795 
Festuca pratensis 
Lo. ea es re 0,013°, 0,154°% 
Oberirdischer Teil . . . . . 0,008°, 0,020%, 
0,021%, 0,174% 
Xerophyten: 
Sesleria coeruler 
Ganze Pflanze....... Spuren 0,008°,, 
Anthylis vulneraria 
CNR Ate 28 ost) ce. 9s 0,009%, 0,011% 
Oberirdischer Teil . . . . . Spuren 0,009°,, 
0,009, 0,020, 


Die Methodik der Versuche war dieselbe wie friiher, und man konnte schon 
nach 7—11 Tagen beobachten, dai die Xerophyten zugrunde gegangen sind. 
Bei den Mesophyten war das erst nach 17 Tagen, bei den Hydrophyten nach 
23 Tagen der Fall. Die Ergebnisse iiber die Resorption des Aluminiums befinden 
sich in der Aufstellung B. 

Die Resultate unserer Experimente haben deutlich dokumentiert, daB aus 
den konzentrierten Alumiyiumlésungen das Aluminiumion nicht in so groBen 
Mengen resorbiert wurde wie aus den verhiltnismaBig verdiinnten Lésungen. 
Wir fanden bei den Hydrophyten, und zwar bei Galeopsis versicolor in der 
Trockensubstanz des ganzen Pflanzenorganismus aus der Nahrlésung ohne Alu- 
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minium 0,086°, aus der Nihrlésung mit Aluminium 0,362, daher im letzteren 
Falle um 0,276% mehr. Bei Caltha palustris waren in der Trockensubstanz des 
ganzen Pflanzenorganismus aus der Niahrlésung ohne Aluminium 0,041%, aus 
der Nihrlésung mit Aluminiumion 0,406°, Aluminium, daher eine um 0,365%, 
gréBere Menge. Von den Mesophyten befanden sich bei Dactylis glomerata in 
der Trockensubstanz des ganzen Pflanzenorganismus aus der Nahrlésung ohne 
Aluminium 0,011°%, aus der Nahrlésung mit Aluminium 0,157, Aluminium, 
also in letzterem Falle um 0,146°, Aluminium mehr. Bei Festuca pratensis be- 
fanden sich in der Trockensubstanz des ganzen Pflanzenorganismus aus der Nihr- 
losung ohne Aluminiumion 0,021°,, aus der Nahrlésung mit Aluminium 0,174%, 
daher eine um 0,153% grébere Menge. Von den Xerophyten sind bei Sesleria 
coeruler in der Trockensubstanz des ganzen Pflanzenorganismus aus der Nihr- 
losung ohne Aluminium Spuren, aus der Nahrlésung mit Aluminium 0,008°; 
Aluminum zugegen. Bei Anthylis vulneraria waren in der Trockensubstanz des 
ganzen Pflanzenorganismus ohne Aluminium 0,009, aus der Nibrlésung mit 
Aluminium 0,02°%, also in letzterem Falle um 0,011% mehr vorhanden. 

Diese bedeutenden Differenzen finden wir in der Aufnahme des Aluminium- 
ions in den verdiinnten Lésungen gegen den konzentrierten. 

Aus diesen Zahlen ist ersichtlich, daB das Aluminiumion 
von den Hydrophyten und Hygrophilen in betrachtlichen 
Mengen resorbiert wird; namentlich in dem Wurzelstock 
und Wurzeln ist die gréBte Menge von Aluminium vor- 
handen. 

Es ist dies eine Erscheinung, wo eine ungleiche Ionenaufnahme in 
den verschiedenen Pflanzenfamilien durch den Adsorptionsvorgang in 
dem lebenden Plasma stattfindet. Das Kation Aluminium wird in un- 
gleicher Weise adsorbiert. Auffallend ist die Aufnahmeschnel- 
ligkeit des Aluminiumions bei den Hygrophyten gegen- 
iiber den Mesophyten, namentlich gegeniiber den Xero- 
phyten. Diese merkwirdige Erscheinung liegt nur in der 
spezifischen Permeabilitat der Zellen des Wurzelsystems 
der Hydrophyten und Hygrophilen, evtl. auch Meso phyten. 
Die Zelle des Wurzelsystems der Xerophyten ist in gewisser Konzen- 
tration impermeabel fiir das Aluminiumion. Das Protoplasma des 
Wurzelsystems der Xerophyten verwehrt dem Aluminium den Durch- 
tritt. Die Konzentration spielt eine groBe Roile bei der Permeabilitat 
der Plasmahaut und der Aluminiumaufnahme durch die Zelle des 
Wurzelsystems der Hydrophyten, Hygrophilen und Mesophyten. Hier 
handelt es sich nicht um einen Diffusionsvorgang, sondern es sind 
typische Adsorptionen an das Plasma oder, allgemein gesagt, an die 
Zellkolloide. 

Aus den ganzen Beobachtungen kénnen wir schlieBen, 
daB bei den Hydrophyten, Hygrophilen evtl. Mesophyten 
eine spezifische Permeabilitat der Zeller des Wurzelsystems 
existiert, daB®B auch spezifische Reaktionen der Plasma- 
kolloide vorhanden sind und sich eigene che mische Prozesse 
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der Plasmabestandteile unterdem Einflussedes Aluminiums 
abspielen. 

Die gegenseitige Beeinflussung der Ionen, sowie ihre Konzentration 
bei der Aufnahme hat natiirlich einen groBen EinfluB auf die Aufnahme 
des Aluminiumions. Wir haben mit den statischen Eigenschaften der 
Zellwand zu tun, welche von dem physiologisch gelenkten Wahl vermégen 
des Plasmas zu schwer zu trennen ist. Meistens wird aus der sehr 
verdiinnten Lésung eine relativ gréBere lonenmenge auf- 
genommen als aus den konzentrierten. Eine starke An- 
haufung des Aluminiumions in der Zelle ruft, wie ich schon 
im fritheren Kapitel hervorgehoben habe, eine Plasmolyse 
hervor, welche bei den Xerophyten sehr rasch vor sich geht, 
beiden Meso phyten viellangsa mer und beiden H ydrophyten 
und Hygrophilen erst bei starkerer Konzentration. Die 
ganze Mechanik der Aluminiumaufnahme ist mit dem Kat- 
ionenaustausch verbunden, wie im nachfolgenden Kapitel 
deutlich hervorgehoben wird: Die Hemmung der Aufnahme 
der antagonistischen Kationen, namentlich die gegen- 
seitige Herabsetzung der Adsorption des Mangans oder des 
Eisens wurde durch unsere Ex perimente deutlich doku men- 
tiert. 

Uber den Stoffaustauseh der Ionen. 

Die Konzentrationen der einzelnen Ionen gehéren zur Charakteri- 
sierung der normalen Gleichgewichtslage, um welche herum der Lebens- 
prozeB oszilliert. 

Nachdem die von auBen aufgenommenen Ionen in dem Organismus 
der Pflanze verarbeitet werden, erfolgt eine neue Herstellung der Be- 
dingungen zur Adsorption. Die Aufnahme stets derjenigen Ionen, fiir 
welche gerade der Plasmakérper Verwendung hat, geht automatisch vor 
sich. Auf dieser Grundlage beruht der Stoffaustausch in der Pflanze 
iiberhaupt, er wird wesentlich durch den Verbrauch beherrscht. Schon 
Overtons') Untersuchungen haben gezeigt, daB der Plasmakoérper fiir 
viele Ionen leicht durchlissig ist, anderen dagegen den Durchtritt 
verwehrt. 

Uberhaupt ist die Frage der Permeabilitat der lebenden Protoplasten 
fiir geléste Stoffe zweifellos ein Hauptproblem der allgemeinen Zell- 
physiologie. 

Die Ionen werden durch die Membran getrieben, und zwar von der- 
jenigen Membranseite, welche die geringere Ladungsdichte besitzt, zu 
der Seite mit der gréBeren Ladungsdichte. Die Ladungsdichte wird von 


1) E. Overton, Vierteljahrsschr. d. Naturforsch.-Ges. Ziirich 40, 159—201. 
1895; 41, 383—406. 1896; 44, 88—135. 1899. 
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den beiden Ionen eines Elektrolyten im entgegengesetzten Sinne beein- 
fluBt; sie wird von dem Ion, welches gleichsinnige Ladung mit der 
Membran hat, vermehrt und von dem ungleichsinnigen Ion vermindert. 
Aber der relative EinfluB der beiden Ionen auf die Ladung ist bei ver- 
schiedenen Elektrolytenkonzentrationen nicht der gleiche. Ist die 
Membran positiv geladen, so wichst der EinfluB des Anions in niederen 
Konzentrationen mit Steigerung der Konzentration viel stirker als 
der entgegengesetzte Einfluf des Kations. 

Wir haben schon im Jahre I911 festgestellt, daB die 
Aluminiumionen in hervorragendem Mabe die Eigenschaft 
besitzen, die Toxizitét anderer Verbindungen herabzu- 
setzen. Wir haben auch gesehen, dab die Ferro-, Ferri-, Man- 
gan- und Kupferverbindungen toxische Wirkungen bei An- 
wesenheit gentigender Menge von Aluminiumion in der 
Zelle nicht hervorzurufen vermégen. Die Aluminium- 
wirkung besteht aus mehreren Phasen. Im ersten Stadium 
der Aufnahme des Aluminiumions in die Pflanzenzelle 
wird eine gewisse Erstarrung des Protoplasten hervor- 
gerufen, welche bei der weiteren Aufnahme dieses Iones in 
eine Auflockerung tibergeht'). Die Versuchsergebnisse Stok - 
lasas wurden von J. Bertrand, Aguholn (Comptes rendus 153) 
und Sziiez?) bestatigt. 

Die Erstarrung des Protoplasten und dessen Wiederauflockerung 
kénnen wir wihrend der ganzen Lebensprozesse der Zelle beobachten. 
Natiirlicherweise ist die Geschwindigkeit der Reversibilitat 
von der Wirkungsdauer und den Konzentrationen des Alu- 
miniumions abhangig. 

Wenn das Aluminiumion allein aufgenommen wird, so muB gewi 
ein bestimmter Ionenaustausch stattfinden. Es bleibt nur die Frage 
offen, wie dieser Austausch vor sich geht, wenn das Aluminium oder 
Eisen allein im Nahrmedium vorhanden ist, und weiter, was fiir Lebens- 
funktionen mit dem Organismus der Pflanze bei Anwesenheit auch von 
Fe” und Fe’” neben Al’ verbunden sind. Zu unseren diesbeziiglichen 
Versuchen nahmen wir folgende Pflanzen: Erio phorum vaginatum, 
Phragmites communis und Carex riparia, weil sie die Eigen- 
schaft besitzen, gréBere Quantitéten Aluminiums aufzunehmen. 

Schén entwickelte Pflanzen wurden aus dem Boden vorsichtig her- 
ausgenommen, so daB das Wurzelsystem nicht verletzt werden konnte, 
sorgfiltig mit Leitungswasser, dann mit destilliertem Wasser gewaschen 
und durch Wasserkulturmethode zur weiteren Entwicklung gebracht. 
Nachstehend fiihren wir die-hierbei verwendeten Nahrlésungen an: 


1) Julius Stoklasa, Cpt. rend. Paris 1911. 
2) Sziiez, J. Jahrb. f. wiss. Botan. 52. 1912. 
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1. In 1000 cem destilliertem Wasser waren gelést: 0,3 ¢ Kaliumnitrat, 0,1 ¢ 
Kaliumcarbonat und 0,002 Atomgewicht Aluminium in Form von Aluminiumnitrat. 

2. In 1000 cem destilliertem Wasser waren enthalten: 0,3 g Kaliumnitrat, 
0,1 g Kaliumbicarbonat und 0,002 Atomgewicht Eisen in Form von Ferrinitrat. 

3. In 1000 cem destilliertem Wasser waren vorhanden: 0,3 g Kaliumnitrat, 
0,1 g Kaliumbicarbonat, 0,002 Atomgewicht Aluminium in Form von Aluminium- 
nitrat und 0,002 Atomgewicht Eisen als Ferrinitrat. 


Nahrlésung ohne Aluminium und Eisen. 
In 1000 cem destilliertem Wasser befanden sich 0.3 g Kaliumnitrat und 
0,1 g Kaliumbicarbonat. 
: Mit den Versuchen haben wir im Monat Mai begonnen, und sie dauerten bei | 
einer Temperatur von 15—25° 13 Tage. Die Pflanzen wurden im Vegetationshaus 
bei vollem Zutritt der Luft und Sonne geziichtet, wobei man darauf mit Sorgfalt 
achtete, da keine Fremdstoffe in das Naihrmedium hineinkamen. 

Die angewendeten Verbindungen sowie destilliertes Wasser waren chemisch rein. 

Auf 11 Nahrlésung wurde 100 ccm Torfextrakt mit 0,2 g Kaliumsilikat zu- 
gesetzt. In reiner mineralischer Nahrlésung bleiben die Pflanzen in Wachstum 
und Aussehen zuriick, wihrend bei Zusatz von Torfextrakt das Wachstum zunimmt 
und die Pflanzen gesund und kraftig aussehen — natiirlich nur bei Gegenwart 
von Aluminium. 

In jedem Vegetationsgefie war 11 Nahrlésung, und darin vegetierte je eine 
Pflanze. Es ist zu betonen, daB wir fiir die Analyse mindestens 6—10 Exemplare von 
den Pflanzen nahmen; die nachstehenden Zahlen beziehen sich auf je 10 Exemplare. 
Wir fiihren die erzielten Resultate mit dem Eriophorum vaginatum an. 

In der Nahrlésung, wo kein Aluminium und Eisen vorhanden war, konnte 
man bloB Spuren von Calcium und Magnesium nachweisen. Vom Natriumion 
wurde 12,8 mg konstatiert. 

In der Nahrlésung mit Aluminium allein haben wir in einem Liter gefunden: 


CME. 6 kw ees den o Be Re 
Depew ww ts SS 
is 


Nach 13 Tagen wurde aus der Nihrlésung 32,8 mg Aluminium resorbiert. 


In der Nihrlésung, wo sich Eisen in Form von Ferrinitrat befand, stellten 
wir fest: 


COM 52 So. See : 
Magnesium ........ . 10,8mg 
TS eke ee ee 


Vom Eisen wurde resorbiert: 56,8 mg. 
In der Nahrlésung, wo beide Ionen und zwar Al’’”’ und Fe’ vorhanden waren, 
wurde durch chemische Analyse konstatiert : 


7 ee 
Pee a eee 
PM ih te Oe ee 


Vom Aluminium wurden 22,0 und vom Eisen 12,8 mg resorbiert. 


Versuche mit Phragmites communis. 


In 11 Nahrlésung ohne Aluminium und Eisen haben wir gefunden: 


CO RSS eee 
A 
eee Pre ed OLY UW A ee 
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In der Nahrlésung mit Aluminium allein: 


Lees ws cS ee Rs eh Oe 
Magnesium ......... 96mg 
PN So a ee, 


Vom Aluminium wurden nach 13 Tagen 51,3 mg resorbiert. 


Die Nahrlésung mit Eisen zeigte den Gehalt von: 


Celt. cite ed ae SARs 
Masmemam 2.00). 6.0) » 10mg 
PRN akc 2» 6s ee 


Vom Eisen wurden 46,6 mg resorbiert. 


Nahrlésung mit Aluminium und Eisen enthielt: 


CO oe rte: Foe xc ee 
PII 6. Set 5p ce oe Ewe 
ee ee me 


Vom Aluminium wurden 27,3 und vom Eisen 8,4 mg resorbiert. 
Versuche mit Carex riparia. 


In der Nahrlésung ohne Aluminium und Eisen haben wir konstatiert : 


Oy Aaa ge eer: 
OE es ke 
INGER Gs es ee ee 


Nahrlésung mit Aluminium: 


Caen. Glens Oo eee 
Magnesium ........ . 134mg 
PIMMTIO 3 en 


Vom Aluminium wurden 36,8 mg resorbiert. 


Nahrlésung mit Eisen: 


eee en eee 
MMO. se es ae 
PR, ss nie tise s Co ee 


Vom Eisen wurden 49,6 mg resorbiert. 


Nahrlésung mit Aluminium und Eisen: 


CR es ae 
Masneaan PES  O eee 
Wettinen. f. s29s jae oe SO og 


Vom Eisen wurden 9,6 und vom Aluminium 17,4 mg resorbiert. 


Wenn man die Resultate unserer Versuche tiberblickt, 
kommt deutlich hervor, da8B der Eintritt des Aluminium- 
ions in die Zelle nur dann erfolgen kann, wenn eine ent- 
sprechende Menge von anderen Kationen, und zwar Cal- 
cium, Magnesium, Natrium aus der Zelle zum Tausch aus- 
treten. Sonst wiirden die durch Ansammlung von freien 
Ionen auftretenden elektrischen Spannungen sehr bald 
jeden weiteren Austritt hemmen. Esist gewib auffallig, dab 
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bei alleiniger Anwesenheit des Eisens im Nahrmedium gré- 
Bere Austauschvorginge stattfinden, als wenn sich an des- 
sen Stelle Aluminium befindet. Das ist nur mit dem Um- 
stande zuerklaren, dab ein Abtétungs prozeb des Protoplas- 
mas hier vor sich geht undinfolgedessen Natrium-, Caleium- 
und Magnesiumion mit Leichtigkeit austreten kénnen, 
nachdem sie von der Zelle nicht mehr festgehalten werden. 
Die Plasmakérper werden von der Zellwand abgelést und 
die lonen treten durch die Wand heraus. 

Das Aluminium, welches durch die Membrane durchwan- 
dert, tritt in Wechselwirkung mit den Bestandteilen der 
Zelle und verhindert das Austreten der wichtigen biogenen 
Elemente. Die Zellen werden durch Einwirkung von Alu- 
miniumionen unplasmolysierbar gemacht. Die Aufnahme 
des Eisensin die Zelle wird durch dieselonen stark gehemmt. 
und infolgedessen konstatieren wir bei Anwesenheit beider 
Ionen in der Nahrlésung, daB das Eisen nicht in solchen 
Quantititen resorbiert werden konnte, als wenn es allein 
im Nahrmedium vorhanden war. Die Austauschvorginge 
erfahren durch Aluminiumion eine starke Reduktion und 
die Stoffwechselprozesse werden durch die antagonistische 
lonenwirkung reguliert, nimlich in der gegenseitigen Be- 
einflussung der Aufnahmegeschwindigkeit zweier im glei- 
chen Sinne geladenen Ionen. 

Es schien uns von groBer Wichtigkeit, die Zusammensetzung der 
ganzen Pflanzen, mit welchen wir die Experimente tiber den Stoff- 
austausch der Ionen in verschiedenen Niahrlésungen vorgenommen 
haben, zu konstatieren, und wir fiihren unsere erzielten Daten in nach- 
stehenden Tabellen an. Zu diesem Behufe kultivierten wir die schén 
entwickelten Pflanzen durch 59 Tage in je 31/,1 fassenden Vegetations- 
gefaBen, deren Nahrlésung, jener beim Studium des Ionenaustausches 
angewendeten gleich, alle 14 Tage erneuert wurde. Unter I. ist die 
Zusammensetzung der Pflanzen aus der Nahrlésung ohne Aluminium 
und ohne Eisen; unter II. erscheint die Zusammensetzung der Pflan 
zen, welche in der Nahrlésung mit Aluminium in Form von Alumi- 
niumnitrat vegetiert haben. Unter ILI. ist die Zusammensetzung der 
Pflanzen aus der Nahrlésung, in welcher sich Eisen als Ferrinitrat 
befand, und unter IV. sieht man die Zusammensetzung der Pflanzen, 
in deren Nahrlésung sich beide Ionen Al” und Fe’”’ 
Natiirlich enthielt die Nahrlésung stets 0.3 g Kaliumnitrat, 0,1 g Kalium- 
bicarbonat. Auf je 1 1 Nahrlésung wurden 100 ccm Torfextrakt mit 
0.2 g Kaliumsilikat zugesetzt. 


vorfanden. 
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Nahrlosung 


Fe,O, 
Al,O, 
CaO 
MgO 
K,O 
Na,O 
P.O; 
SiO, 
SO, 


Nihrlésung 


Fe,0, 
Al,O, 
CaO 
MgO 
K,O 
Na,O 
P.O; 
SiO, 
SO, 


Nahrlésung 


SiO, 
so, 


Aus den ganzen Beobachtungen iiber den Ionenaustausch in der 
lebenden Zelle geht hervor, da die Aufnahme der einzelnen Ionen 
im allgemeinen nicht bis zum physikalischen Gleichgewicht, also nicht 
so weit fortschreitet, da in der Zelle dieselbe Konzentration, wie in der 





J. Stoklasa: 


Eriophorum vaginatum. 





I. Il. ILI. LV. 
Reinasche in der Trockensubstanz in Prozenten 
4,78 6,93 3,97 7,18 
In der Reinasche ist enthalten in Prozenten 
3,38 3,02 19,74 8,34 
9,55 17,94 8,04 15,86 
10,29 6,05 4,92 6,24 
6,18 3,19 2,63 5,a2 
19,32 10,04 15,12 10,05 
5,03 2,00 2,7 3,10 
14,13 13,64 10,05 13,74 
28,46 39,04 30,32 33,50 
2,28 3,97 3,49 3,05 
Phragmites communis. 

lL. Il. ITI. IV. 

Reinasche in der Trockensubstanz in Prozenten 

8,23 10,92 7,10 11,58 

In der Reinasche ist enthalten in Prozenten 
3,22 2,69 10,58 3,27 

5,18 12,83 2,75 16,75 
10,35 10,26 11,10 8,06 

6,11 4,84 3,96 5,68 
29,08 11,03 19,84 11,03 

5,49 2,16 3,00 4,73 

9,82 8,34 9,98 9,68 
36,05 40,17 32,06 35,05 

5,37 5,62 4,17 4,77 
Carex riparia. 

i. II. fl. lV. 
Reinasche in der Trockensubstanz in Prozenten 
7,73 9,64 6,53 9,07 
In der Reinasche ist enthalten in Prozenten 
3,18 2,94 10,86 5,75 
8,34 13,80 7,43 9,97 
7,26 5,04 6,47 6,13 
6,03 4,32 4,13 5,27 
32,54 18,16 19,07 11,01 
5,19 4,03 3,16 4,84 
10,07 9,09 9,13 10,52 
23,48 37,84 36,05 40,16 
3,11 2,18 3,08 4,02 
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AuBenfliissigkeit zustande kommt; den Protoplasten kommt also ein 
Regulationsvermégen zu, durch welches erzielt wird, dab die fernere 
Aufnahme gewisser Ionen aufhért, auf welche Erscheinungen auch 
Meurer!) und Ruhland?) aufmerksam gemacht haben. 

Die chemischen Analysen der Reinasche zeigten interessante Daten 
iiber den ganzen Austausch der Ionen in der lebenden Zelle bei allen drei 
Versuchspflanzen. Wir sehen bei der Kultur von Erio phorum vagi- 
natum, Carex riparia und Phragmites communis, welche in 
den Nahrlésungen mit Aluminium, sowie Aluminium und Eisen, sich 
entwickelt haben, daB der Gehalt der Reinasche in der Trockensubstanz 
gestiegen ist. Dagegen sinkt der Gehalt der Reinasche in Nihrlésungen, 
denen bloB Eisen zugesetzt wurde. 

Die chemische Zusammensetzung der Reinasche aller drei Versuchs- 
pflanzen illustriert die wechselseitigen Beziehungen der einzelnen 
biogenen Elemente untereinander. Bei Pflanzen aus dem Niaihrmedium 
mit Aluminium tritt der Gehalt an Aluminium ungemein in den Vorder- 
grund. Die Pflanzen hatten hier verhaltnismabig gréBere Quantitiaten 
von Aluminium aus dem Nahrmedium resorbiert. Ebenfalls bei den 
Nahrlésungen, wo Aluminium und Eisen vorhanden waren, ist der Ge- 
halt an Aluminium in der Reinasche viel gréBer als bei Niahrlésung 
ohne Aluminium. Durch die Resorption des Aluminiums ist natiirlich 
der Ionenaustausch in priignanter Weise vor sich gegangen. Die Rein- 
asche ist armer an Kalium, Natrium, Calcium und Magnesium. Das 
Aluminium hat eine starke Depression in der Aufnahme 
von Eisen und Kalium bei allen drei Versuchspflanzen 
hervorgerufen. In dem Nahrmedium, wo bloB Eisen vor- 
handen war, ist derGehalt der Reinasche an Eisen stark ge- 
stiegen; bei Gegenwart von Aluminium wurde der Durch- 
tritt des Eisens und Kaliums in den Plasmakérper 
verwehrt. 

Alle diese drei Versuchspflanzen: Eriophorum vaginatum, 
Phragmites communis und Carex riparia gehéren in die Gruppe 
der Torfbildner und entwickeln sich gut nur in einem schwachsauren 
Nahrmedium. Sie sind gegen die OH-Ionen ungemein empfindlich, 
welche physiologische Eigenschaft man als Nahrstoffscheue be- 
zeichnet. Diese kommt namentlich bei zahlreichen Kryptogamen vor. 
und zwar bei Hypnaceaen, Equisetinaen, Lycopodinaen und Filicinaen. 
Durch unsere Jangjaihrigen Untersuchungen mit diesen 
Pflanzen haben wir auch tatsachlich konstatiert, daB sie 


1) Reinhard Meurer, Jahrb. f. wiss. Botan. 46, 503. 1908. 
2) W. Ruhland, Jahrb. f. wiss. Botan. 46, 1—54. 1908; Ber. d. Dtsch. 
Botan. Ges. 26a, 772—782. 1908; Jahrb. f. wiss. Botan. 54, 391—447. 1914. 
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gegen die OH - lonenempfindlichsind!). Wenn wir die chemische 
Analyse der Reinasche hier betrachten, finden wir, daB Kaliumion 
sowie Phosphation in vielen Fallen auch Calciumion nicht stark ver- 
treten sind. 

Ich fithre hier einige Reprasentanten der noch jetzt existierenden 
Kryptogamen, welche Klasse in den altesten Erdperioden, besonders 
in der Carbonzeit, am haufigsten vorkam, an. Von den Flechten: Cla- 
donia rangiferina, von den Laubmoosen: Sphagnum cymbifolium, von 
den Farnflanzen: Dryopteris (Aspidium) filix mas, von den Schachtel- 
halmen: Equisetum arvense und von den Barlappgewichsen: Lycopo- 
dium clavatum, die eine ganz andere Zusammensetzung der Reinasche 
als manche zahlreiche Phanerogamen zeigen. 





Dryopteris 





In der Reinasche ist ; Sphagnum — Equisetum Lycopodium 
vorhanden Cladonia fms x ath (Aspidium) pin | panna 
in % rangiferina filix mas. } 

a Ganze Pflanze Ganze Pflanze | Ganze Pilanze Ganze Pflanze 
P3O05 3,22 2,66 5,33 2,84 | 3,04 
SOs 6,83 5,48 8,16 5,15 3,72 

Cl 1,31 2,89 9,48 4,93 8,93 
SiO, 31,29 47,08 18,09 59,84 9,48 
Al,Oz 14,64 10,49 | 9,84 7,27 38,63 
Fe,03 13,18 15,83 8,13 6,53 8,18 
Cad 16,95 4,26 12,73 6,04 6,55 
MgO 5,07 308 6,92 3,20 5,37 
K,O 4,73 3,55 | 14,76 4,71 8,04 
Na,O 4,06 407 | 6,08 1,04 6,12 
Reinasche 8,03 5,42 | 15,87 11,39 8.54 


Wenn wir die Reinaschezusammensetzung der vorgenannten Krypto- 
gamen betrachten, sehen wir da reiche Mengen von Anionen, und zwar 
Sulfat-, Chlor- und Silikationen. Das Phosphation ist merkwiirdiger- 
weise in geringeren Quantititen vertreten; von den Kationen sind Alu- 
minium-, Ferro- und Ferrionen am starksten vorhanden. Das Cal- 
ciumion finden wir in gréBeren Quantititen bei Cladonia rangiferina 
und Aspidium filix mas vor. Das Kaliumion ist fiir alle diese Krypto- 
gamen in kleineren Quantitaéten vorhanden, nur bei Aspidium filixmas 
tritt es etwas in den Vordergrund. Bei allen diesen Kryptogamen kénnen 
wir wahrnehmen, da die Dynamik der Kohlensiureassimilation aus der 
Luft nicht mit solcher Energie wie in den Blattern der Phanerogamen 
vor sich geht, was auch eine nur maBige Resorption des Phosphors und 
Kaliums zur Folge hat. Kohlenstoff wird hier von den Pflanzen auch 


1) Meine Forschungsresultate iiber die Stoffwechselprozesse der Hydrophyten 
und Hygrophilen sind enthalten in meiner in nachster Zeit erscheinenden groBeren 
Arbeit: Uber die Verbreitung des Aluminiums in der Natur und 
seine Bedeutung beim Bau- und Betriebsstoffwechsel der Pflanzen“ 
mit zahlreichen Illustrationen im Verlage Gustav Fischer, Jena. 
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in organischen Formen und in Form von Bicarbonaten aus dem Niahr- 
medium resorbiert. 

Die Ursache der enormen Entwicklung dieser Krypto- 
gamen, und zwar der Farne, Schachtelhalme, Barlapp- 
gewachse und der Torf moors istindem Umstande zu suchen, 
daB die in der Natur stark vertretenen biogenen Elemente 
Silicium, Aluminium und Eisen (evtl. auch Calcium) fiir 
den Bau- und Betriebsstoffwechsel in den friiheren Erd- 
perioden der Pflanzenwelt im reichlichsten MaBe zur Ver- 
fiigung standen. ‘ 

Die Pflanzenwelt, die unsere jetzigen Kohlen lieferte, 
entwickelte sich in ausgedehnten Siimpfen und Moristen, 
bei frostfreiem, mildem, gleichmaBigem Klima und iber- 
wucherte flache Niederungen sowie Ufer der Wasser mit 
reichem Bodengehalt an organischen Substanzen. Es waren 
dies ausgesprochene Hydrophyten und Hygrophilen. Es 
herrschte eine schwache saure Reaktion im Boden, wo die 
schadliche Wirkung der OH - Ionen vollstandig ausgeschlos- 
sen war; hierbei enthielt das Nahrmedium der Vegetation 
Eisen und Aluminium in reichlichem MaBe, auch Schwefel 
als Ferro- und Ferrisulfate war in gréBeren Mengen ver- 
treten. Dem Aluminium fiel die Aufgabe zu, nicht nur die 
schadliche Wirkung des Eisens in Form von Oxyden und 
H ydroxyden, namentlich aber des Ferro- und Ferrisulfates, 
auf den Pflanzenorganismus zu paralysieren, sondern auch 
die Resorption des Kaliums und Phosphors zu hemmen, um 
den normalen ganzen Kraft- und Stoffwechsel der Pflanze 
zuschiitzen. Wir finden, daB die damalige Flora, welche uns 
die ausgedehnten Kohlenfléze gebildet hat, keine groBen 
Anspriiche auf Phosphor und Kalium machte, und sich mit 
den Elementen begnigte, die im Boden sehr stark vertreten 
sind. 

Die Vorgiinge des Lebens in der Vorzeit gestalteten sich in An- 
wesenheit einer verhaltnismaBig starken Radioaktivitait, welche einen 
groBen EinfluB auf die massenhafte Entwicklung der Pflarzen ausiibte. 
Es ist gewiB nicht uninteressant, daB die Radioaktivitaét des Bodens 
die Hemmung der Aufnahme des Kaliumions durch die Kryptogamen 
verursacht, nachdem das Radium die Rolle des Kaliums bei den Stoff- 
wechselprozessen zu ersetzen imstande ist 





Beitrage zur Kenntnis des Kuhmilch-Casein. 


Von 


B. Bleyer und R. Seidl (Miinchen). 


(Aus dem chemischen Laboratorium der wissenschaftlichen Zweigstelle Miinchen 
der chem. Fabriken Merck, Boehringer, Knoll.) 


(Eingegangen am 16, November 1921.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Kuhmilch enthalt als wesentliche Bestandteile Wasser, Fett, 
Kasestoff, Albumin und Globulin, Milchzucker und Mineralsalze und 
stelit eine wasserige Emulsion von Fett dar, in der die tibrigen Inhaltstoffe 
teils in kolloider, teils in krystalloider Form verteilt sind. Zu den als 
kolloid bezeichneten Bestandteilen zihlt man vor allem die Protein- 
stoffe; also Casein, Albumin und Globulin, von denen der Menge nach 
das Casein die beiden anderen bei weitem tibertrifft. Nach den zur Zeit 
giiltigen Anschauungen nimmt man an, da sich das in Wasser fast 
unlésliche Casein in der frischen Milch nicht im freien Zustand vor- 
findet, sondern, wie Séldner!) gezeigt hat, wahrscheinlich an CaO 
gebunden als ,,Caseinkalkverbindung’, welche im Wasser sehr stark 
dispersibel ist und mit ihm kolloide Lésungen ,,Sole**, bildet. 

Gerade dieser Zustand des Caseins macht es dem Chemiker unmég- 
lich, den EiweiBkérper so wie er in der Milch vorgebildet ist, zu unter- 
suchen. Um zu ihm zu gelangen, ist er gezwungen, das Casein aus der 
Milch abzuscheiden; hierzu stehen ihm zwei Méglichkeiten zu Gebote ; 
die Verdrangung des Caseins aus seinem praformierten Zustande mittels 
Wasserstoffionenwirkung (in kolloidem Sinne Ausflockung des Casein- 
sols) und die Fiallung des Caseins durch Labferment. 

Erstere stellt man sich in der Praxis in der Weise vor, da bei der freiwilligen 
Gerinnung der Milch durch Einwirkung der aus dem Milchzucker entstandenen 
Milchsaure oder beim Zusatz von Saéuren zur Milch der vorhandenen ,,Caseinkalk- 
verbindung* durch die Siure der Kalk entzogen und das in Wasser unsldsliche 
Casein abgeschieden wird, d. h. das Casein und damit die Milch gerinnt. Das so 
gefallte und auf geeignete Weise von den mitgerissenen und noch anhaftenden 
Milchbestandteilen gereinigte Casein wurde zuerst in einwandfreier Weise von 
Forschern wie Hammarsten, Séldner, Courant, Laqueur, Sackur u. a. 


1) Landwirtschaftliche Versuchsstation 35, 351. 1888. 
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untersucht, die das Wesen des Caseins hauptsachlich auf priaparativem Wege zu 

ergriinden suchten. 

Das freie Casein scheint danach die charakteristische Eigenschaft einer 
Saure zu haben, indem der Reaktionsverlauf zwischen ihm und Alkalien in einer 
Weise vor sich geht, daB man, ausgehend von den durch die priparativen Ergeb- 
nisse gewonnenen Anschauung, zu der Ansicht geneigt sein kann, daB sich definier- 
bare Salze bilden. Diese ,,Verbindungen**, besonders die mit Ca, waren Gegenstand 
zahlreicher Arbeitén von namhaften Forschern. Im allgemeinen wurden besonders 
zwei Verbindungen von Casein mit Ca angenommen, von denen die eine mit ca. 
2,5%, CaO-Gehalt gegen Phenolphthalein neutral reagiert, wihrend die andere 
mit ca. 1,594 CaO gegen Lackmus neutral und gegen Phenolphthalein sauer reagiert. 
Erstere, gewOhnlich ,,basisches** Calciumcaseinat genannte Verbindung, enthalt 
die gréBte Menge Ca in Verbindung mit Casein. Es ist dies jenes Salz, das seit 
Séldner von den Forschern am meisten dargestellt und untersucht wurde. 

Fiir seine Darstellung wurden folgende Wege eingeschlagen: 

1. durch Lésen einer bestimmten Menge Casein in iiberschiissigem Kalkwasser 
von bekanntem Gehalt und Zuriicktitrieren mit "/,)-Saéure gegen Phenol- 
phthalein; 

. durch Zersetzen von CaCO, mit Casein, und zwar 
a) durch Messen der dabei entwickelten CO,, 

b) durch gravimetrische Bestimmung des Ca in der erhaltenen Verbindung; 

3. durch Lésen einer bestimmten Menge Casein in iiberschiissigem Kalkwasser 
und Zuriicktitrieren mit HCl gegen Phenolphthalein; dann gravimetrische Be- 
stimmung des Ca in der zur Entfernung des entstandenen CaCl, dialysierten 

Lésung; 
4. durch Verreiben von Casein mit Ca(OH), mit nachfolgender Dialyse. 


te 


Von den verschiedenen Autoren wurden verschiedene Ergebnisse erhalten, 
wobei der CaO-Gehalt von 2,32—2,98° schwankt. So z. B. enthalt das basische 
(gegen Phenolphthalein neutrale) Ca-Salz nach Séldner!) 2,32—2,39, also im 
Mittel 2,369, CaO, wihrend Courant in dieser von ihm Tricalciumcaseinat ge- 
nannten Verbindung 2,84—2,93°%, CaO findet. Bei Laqueur (Beitr. z. chem. 
Physiol. u. Pathol. 3, 193. 1902) hat das Salz einen Gehalt von 2,47°, CaO. In 
neuerer Zeit haben sich auch Long?), Robertson*) und besonders van Slyke 
und Bosworth‘) mit dem Basenbindungsvermégen des Caseins beschiftigt. 
Hierbei haben sie die Ergebnisse friiherer Forscher teils bestatigt, teils aber auch 
andere Resultate bekommen. Fiir das basische (gegen Phenolphthalein neutrale) 
Salz erhielt van Slyke in guter Ubereinstimmung mit Laqueur und Robert- 
soneinen Wert von 2,5°, CaO. Auer dieser Verbindung wurde von den meisten 
der genannten Forscher noch eine andere hergestellt und untersucht, die weniger 
CaO enthalt und sauer gegen Phenolphthalein, aber neutral gegen Lackmus reagiert; 
sie wird gewohnlich als neutrales Calciumcaseinat bezeichnet. Die Darstellungs- 
weise ist im allgemeinen die gleiche wie beim basischen Salz, nur wird statt Phenol- 
phthalein als Indikator Lackmus verwendet. Nach Séldner, Robertson, van 
Slyke und Hart’) enthalt diese Verbindung 1,55%, bzw. 1,50% CaO. Bei Cou- 
rant®) entspricht dieses Salz seinem sogenannten Dicalciumcaseinat mit ungefiahr 


1) Landw. Versuchsstation 35, 153. 1888. 

2) Journ. of the Americ. chem. soc. 28, 72. 1906. 

3) Journ. of biol. chem. 2, 317. 1906. 

Agric. exp. stat. techn. bull., New-York, 1912, Nr. 26. 
Agr. exp. stat. bull., New-York, 1905, Nr. 261. 

®) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 50, 109. 1891, 
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1,92°, CaO. Courant sagt ferner, daB auber der basischen und neutralen Ver- 
bindung des Caseins mit Ca noch eine dritte existiert, in welcher der CaO-Gehalt 
ungefahr die Halfte der Menge betriagt, die in der gegen Lackmus neutralen Ver- 
bindung enthalten ist und ein Drittel der Menge, welche in der basischen Ver- 
bindung enthalten ist. Er spricht daher von Mono-, Di- und Tricalciumcaseinat. 
Tim pe’) berichtet iiber eine Verbindung, die 0,868°, CaO enthalt, wahrend Long 
von der Existenz von sauren Caseinaten spricht, welche die Halfte der Menge Base 
enthalten, die im basischen Ca-Caseinat enthalten ist, also etwa 1,2, CaO. Auch 
Hammarsten’) fand bei seinen Untersuchungen in dem Casein dialysierter 
Caseinkalklésungen nur 0,8—1,2% CaO. Van Slyke und Bosworth haben ferner 
zwei weitere Reihen von Verbindungen des Caseins mit Alkalien bzw. Erdalkalien 
hergestellt, worin das sogen. ,,zweibasische** Salz 0,62—-0,64°,, CaO enthalt und 
in Wasser léslich ist, wahrend das sog. ,,einbasische Salz mit 0,31°,, CaO wasser- 
unléslich ist und zugleich diejenige Caseinverbindung darstellt, welche die kleinste 
Menge einer Base enthalt. 

Wenn wir nun das bisherige Ergebnis der Studien iiber das Basen- 
bindungsvermégen des Caseins tiberblicken, so fallt vor allem ins Auge, 
daB der praparative Weg zu keiner einheitlichen Anschauung fiihren 
konnte. Die inhaltsreichsten Untersuchungen iiber das fragliche Gebiet 
sind ohne Zweifel Hammarsten zu verdanken. Wenn wir die einzelnen 
Werte genauer betrachten, so zeigt sich, daB Calciumcaseinate dargestellt 
wurden, bei denen der Gehalt an CaO 0,3—-0,62 — 0,8 — 1,2 — 1,5 
1,9 — 2,3 — 2,5 — 2,9 % betrigt. Dabei sind jedoch die angefiihrten 
Zahlen nur Mittelwerte von groben Schwankungen nach oben und unten, 
so daB man bei dem jeweils erhaltenen Praiparat sicher nicht immer 
von einem chemisch einheitlichen K6érper sprechen kann. 

Sehr richtig kritisiert Laqueur*) z. B. Courants Theorie der Mono-Di- 
und Tricalciumcaseinate, wenn er sagt, daB sie lediglich aufgestellt wurden, auf 
Grund der Erfahrungen, daB Casein sich in verschiedenen Mengen von Alkalien 
und Erdalkalien lést, ferner, daB man gegen Lackmus basisch, gegen Phenol- 
phthalein sauer reagierende Caseinkalilésungen erhielt, und daB man durch Ti- 
tration mit diesen Indikatoren unter Kinhalten gleicher Versuchsbedingungen 
bestimmte Verhaltnisse der Mengen Alkalien und Erdalkalien zu Casein ungefahr 
feststellte. Der SchluB aber, daB eine Lésung, die fiir Lackmus an einem nur unge- 
fihr zu bestimmenden Punkt neutral reagiert, wirklich einen chemisch einheit- 
lichen Kérper enthialt, ist unberechtigt. Denn diese Tatsache sagt nur, daB die 
H- und OH-Ionenkonzentration einen bestimmten Betrag nicht iibersteigt. Ubri- 
gens ist Courants Monocalciumeaseinat iiberhaupt nicht nachzuweisen, da 
Casein in einem Drittel der fiir das tertiare Salz nétigen Menge Alkali nach seiner 
eigenen Angabe nur eine Gallerte gibt. An anderer Stelle erhalt Courant die Mono- 
verbindung, indem er Casein in iiberschiissiger Menge Lauge lést, dann mit Saiure 
zuriicktitriert, wobei das Ausfillen von Casein nur sehr schwer zu verhindern ist. 
Von dieser Lésung laBt sich jedoch sicher nicht behaupten, daB sie das ,,primare** 
Salz enthalt. 

Aller Wahrscheinlichkeit nach ist die Ursache dieser vielen Re- 
sultate in der auBerst komplizierten und empfindlichen Zusammen- 

') Arch. f. Hyg. 18, 1. 1893. 

*) Hammarsten, Zur Kenntnis des Caseins usw. Upsala 1877. 

*) Laqueur, Dissertat. Breslau 1905. 
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setzung des Caseinmolekiils zu suchen. Vor allem birgt schon die gewib 


; nicht einfache Darstellung des Casein, auf die weiter unten noch niiher 
’ eingegangen werden soll, die Méglichkeit zu zahlreichen Fehlern in sich, 
t. wobei das Casein eben schon durch zu lange Behandlung bei der Rei- 
g nigung intramolekular schnell verindert wird. Wie es eine bekannte 
“ Tatsache ist, daB der Gehalt von Casein von der Kolostralmilch bis 
“ zum AbschluB der Lactation nicht unbedeutenden Schwankungen unter- 
r worfen ist, so ist auch die Méglichkeit nicht von der Hand zu weisen, 
n daB die daraus gewonnenen mannigfachen Caseine, wenn auch im all- 
d gemeinen wesensgleich, so doch intramolekular von einander sehr 
‘A verschieden sein kénnen, abgesehen davon gibt es zweifellos auch noch 
viele andere Griinde, die zu einer Veriinderung des Caseinmolekiils 
: beitragen kénnen, wie die Verschiedenheit der Rasse, der Individualitat, 
q der Art der Pflege, der Fiitterung, klimatische Verhiiltnisse, Krank- 
" heiten, Bakterien, Enzymwirkung usw. 
t Andere Untersuchungen verschiedener Forscher iiber Stickstoff- und 
n Phosphorgehalt, Aquivalentgewicht, Leitfihigkeit, Viscositaét des Ca- 
t seins usw. zeigen in ihren Resultaten ja ganz aihnliche Schwankungen, 
so daB der SchluB berechtigt erscheint, da das Casein ohne weiteres 
n kein eindeutiger, in seiner chemischen Struktur stets gleich einheitlicher 
, Korper ist und gerade die Betrachtung der Ergebnisse des Basenbin- 
r dungsvermégens zeigen am deutlichsten, daB das Casein je nach der 
priformierten Art in der Milch und je nach der Darstellungsweise 
i- variabel ist, so daB sein ,,Siurecharakter’’ dann mehr oder weniger 
if zum Ausdruck kommt. 
- Es ist tiberhaupt ginzlich ungerechtfertigt, von einem bestimmten 
’ Caseinsalz zu sprechen, so lange es nicht gelungen ist, ein Caseinat, 
n etwa krystallisiert, mit eindeutigen Merkmalen zu erhalten. Auch die 
ir Bezeichnung als ,,basisches‘*, ,,neutrales’’ und ,,saures** Caseinat ist 
A von den verschiedenen Forschern verschieden angewandt worden, ein 
‘ MiBstand, der sich in der Literatur sehr unangenehm geltend macht 
‘ und deshalb beseitigt werden sollte. 
a Die zweite Méglichkeit, Casein aus der Milch abzuscheiden, ist bekanntlich 
T die Faillung durch Labferment, wobei jedoch nicht Casein, sondern ein Spaltungs- 
)- produkt desselben, das sogenannte Paracasein entstehen soll. Hierbei nimmt man 
e an, daB der GerinnungsprozeB nach zuerst von Hammarsten aufgestellten An- 
b. gaben in zwei Stadien verliuft: das erste ist die Umwandlung des Caseins durch 


das Encym Chymosin, das zweite ist die durch Anwesenheit von Kalksalzen be- 
wirkte sichtbare Gerinnung. Die Ansicht, daB die léslichen Kalksalze von wesent- 
licher Bedeutung fiir die Gerinnung des Caseins sind, ist fast allgemein von Ham 

marsten her iibernommen worden. Im Gegensatz hierzu ist in neuerer Zeit van 
Dam auf Grund eigener Untersuchungen zu der Anschauung gekommen, da nicht 
die geliésten Kalksalze, sondern die Menge des an Casein gebundenen Kalkes das 
fiir den Gerinnungsvorgang Mabgebende sei. Es ist also, wie auch Hammarsten 
zugibt, die Rolle der Kalksalze bei der Gerinnung nicht klar. Was den Spaltungs- 
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vorgang anlangt, so hielt es Hammarsten!) selbst zeitweise fiir recht wohl denk- 
bar, daB es sich bei der Labwirkung ,,nicht um eine spezifische Spaltung, sondern 
um eine intramolekulare Umlagerung oder um irgendwelche andere noch unbe- 
kannte Umwandlungen des Caseins handelt“. Hierzu kamen spiter namentlich 
durch Untersuchungen von Petri’), Spiro und Schmidt Nielsen Erfahrungen, 
die es héchst wahrscheinlich machen, daB mit dem Lab im engeren Sinne noch 
Encyme zusammenwirken, welche das Paracasein erst nachtraglich durch Spaltung 
unter Bildung léslicher Produkte abbauen. Die meisten Autoren der zurzeit 
gebrauchlichsten Lehrbiicher sprechen sich zu Gunsten der von Hammarsten 
und vielen anderen Forschern vertretenen Ansicht aus, wonach der Ubergang des 
Caseins in Paracasein auf einer Spaltung des Caseinmolekiils beruht, bei welcher 
neben dem Paracasein ein albumosenartiger Koérper, das ,,MolkeneiweiB“ ent- 
stehen soll. Bei Gegenwart einer geniigenden Menge von Kalksalzen fallt das 
Casein als Paracaseinkalk (Kiise) aus, wihrend die abgespaltene Albumosensub- 
stanz in Lésung bleiben soll. Die spaltende Wirkung des Labenzyms unterscheidet 
sich jedoch von manchen anderen eiweiBspaltenden Enzymen, besonders dem Pep- 
sin, dadurch, daB das groBe Caseinmolekiil nicht in eine Anzahl ungefiahr gleich- 
groBer Spaltstiicke zerlegt wird, sondern daB bei weitem der gréBte Teil des Casein- 
molekiils, ca. 80-—90°,, als Paracaseinkalk ausfallt, waihrend der iibrige kleine 
Teil gelést bleibt. 

Eine hiervon giinzlich verschiedene Anschauung vertreten neuerdings auf 
Grund ihrer Untersuchungen van Slyke und Bosworth*) und Robertson’). 
Die beiden ersteren Forscher behaupten nimlich, daB das Wesen der Labwirkung 
darin besteht, daB aus einem Molekiil Casein zwei Molekiile Paracasein entstehen 
und den Vorgang bei der Labung mit der Spaltung eines Disaccharides in zwei 
Molekiile Monosaccharid vergleichen. Robertson dagegen meint, daB Para- 
casein identisch mit Casein sei und nimmt an, daB es sich vom Casein nur durch 
die gréBere Unléslichkeit des Calciumsalzes in Gegenwart eines Uberschusses von 
Ca-Ionen unterscheidet. 

Wie dem auch sei, man sieht jedenfalls hieraus, daB die Ansichten iiber die 
spaltende Wirkung des Labenzyms sehr verschieden sind, wie iiberhaupt der Che- 
mismus beim Verlauf der Labgerinnung noch vollkommen ungeklart ist. 

Der durch Labwirkung ausgefillte, wasserunlésliche Kérper, der Paracasein- 
kalk, ware nun eigentlich der Stoff, dessen genaue Untersuchung uns iiber die Frage 
AufschluB geben miiBte, wie sich das durch Saure und das durch Lab gefallte Casein 
voneinander unterscheiden. Die Untersuchung des Paracaseinkalkes scheitert aber 
an dem Umstand, daB sich dieses Calciumsalz nicht ohne wesentliche Zersetzung 
von den vielen noch anhaftenden Milchbestandteilen reinigen laBt, und damit ist 
eine einwandfreie Analyse unméglich. Es wird infolgedessen, weil eben keine andere 
Méglichkeit der Reinigung besteht, allgemein der gleiche Weg wie bei der Casein- 
darstellung eingeschlagen, d. h. der durch Lab gefillte Paracaseinkalk wird durch 
mehrmaliges Lésen in verdiinnter Lauge und wieder Fallen durch Sauren vom 
Kalk und den anderen Verunreinigungen befreit und schlieBlich nach Alkohol- 
und Atherbehandlung getrocknet. Die so erhaltene, gereinigte Substanz, die auBer- 
lich das gleiche Aussehen hat wie das Casein, ist das sog. Paracasein des wissen- 
schaftlichen Schrifttums. Uber diesen Kérper wurde bedeutend weniger gearbeitet 
wie tiber Casein. Sein N-, P- usw. Gehalt ist in Anbetracht der schwankenden 
Resultate ungefahr der gleiche wie beim Casein; der hauptsichlichste Unterschied 


') Zeitschr. f. physiol. Chem. 28, 104. 1899. 
*) Beitr. z. chem. Physiol u. Pathol. 8, 336. 1906. 
3) The journ. of biol. Chem. 14, 203. 1913. 
') Die physik. Chem. der Proteine. Dresden 1912. 
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scheint nach den Arbeiten von Laqueur und Sackur darin zu liegen, daB Para- 
caseinalkalilésungen eine geringere Viscositit und eine gréBere Leitfihigkeit be- 
sitzen als die entsprechenden Caseinalkalilésungen. 

Ein Urteil dariiber zu fallen, welche von den vielen sich zum Teil sehr wider- 
sprechenden Theorien der Labwirkung die richtige ist, ist nicht Aufgabe der vor- 
liegenden Arbeit, da der heutige Stand der Wissenschaft ein weiteres Eindringen 
in den Gegenstand vorliufig noch nicht zulaBt. Aber in Anbetracht der Wichtig- 
keit des Stoffes mége sowohl fiir das durch Siure gefillte Casein wie fiir das sog. 
Paracasein folgendes fiir die Praxis zur Erwigung vorgebracht werden: 

Alle Angaben iiber die Untersuchung des HaupteiweiBkérpers der 
Milch stammen bisher von Ergebnissen aus Laboratoriumsversuchen. 
Das hierzu verwendete Casein bzw. Paracasein wurde bisher jeweils 
nur aus kleinen Milchmengen gewonnen und auf dem Wege bis zur 
Untersuchung oft mehrere Tage lang abwechselnd mit Wasser, Lauge, 
Saiure, Alkohol, Ather und schlieBlich noch im Trockenschrank bei 
iiber 100° behandelt. Die auf diese Weise gereinigten KiweiBkérper 
verhielten sich dann bei der Analyse ebenso verschieden, wie die oft 
sehr differierenden Ergebnisse der einzelnen Forscher zum Ausdruck 
bringen. VerliBt man jedoch das Laboratorium und macht seine Be- 
obachtungen in der Technik, bei der praktischen Zerlegung grober 
Milchmengen, in Grofbetrieben von Milchverwertungsfabriken, so wird 
man schlieBlich zu ganz anderen Anschauungen kommen. 

Betrachtet man z. B. die beiden stets aus groben Mengen frischer, 
zentrifugierter Milch unter gleichen auBeren Bedingungen (Temperatur, 
Zeit, Riihren) entstandenen Gerinnsel, wobei das Saurecasein mit 
reinster Milchsiiure oder Eigensiuerung, das Paracasein (Labcasein) 
mit Labpriparat gefiallt ist, so bemerkt man, wenn man_ beide 
in die Hand nimmt, da das Siéiurecasein sich weich, schmierig, stark 
wasserhaltig anfiihlt und beim Ausdriicken eine sammetartige weiche. 
zusammenhangende wasserhaltige Masse hinterlaBt, wihrend bei 
Kase (Labcasein) die Fliissigkeit (Molke) freiwillig abliuft und nach 
dem Ausdriicken ein kérniges Gerinnsel zuriickbleibt, das sich trocken 
anfiihlt und sogleich auseinanderfillt. La&t schon dieser rein auBerliche 
Unterschied die beiden Caseine auf eine chemische Verschiedenheit 
schlieBen, so werden wir in dieser Ansicht ganz bedeutend bestarkt, 
wenn wir unser Augenmerk auf ihre Verwendung in der Technik richten. 
Hier hat man lingst die Erfahrung gemacht, dab das Siurecasein durch 
Behandlung mit Laugen oder Siuren bei weitem reaktionsfiahiger ist 
wie Labcasein. So z. B. kann in der Kattun-, Farben-, Seifen-, Leim-, 
Papierfabrikation usw. ausschlieBlich nur Siurecasein verwendet werden, 
wihrend Labcasein hier versagt, umgekehrt aber kann man zur An- 
fertigung von plastischen Massen, Galalith, Kunsthorn nur Labcasein 
brauchen. Ja noch mehr, die Technik kann diese grobe Reaktions- 
fahigkeit des Siurecaseins noch dadurch ausniitzen, daB sie es ganz 
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in der Hand hat, aus mehr oder weniger saurer Milch eine Reihe von 
unter sich sehr verschiedenen Praparaten zu erhalten, so daB sie also 
iiber genug Méglichkeiten verfiigt, aus denen sie das fiir den jeweiligen 
Zweck giinstige Verhaltnis auswihlt. 

Wie man nun aus dem Gesagten ersieht, besteht unzweifelhaft ein 
gewaltiger praktischer Unterschied zwischen Saure- und Labcasein. 
Wenn wir uns nun fragen, woher kommt diese Verschiedenheit der 
beiden Kérper? Etwa von der Kleinigkeit Calcium, das dem ,,Para- 
caseinkalk** (Labcasein) mehr anhaftet als dem durch Saure gefallten 
Casein (Saéurecasein)? Oder vielleicht aus dem geringen Anteil, der 
nach der Spaltungstheorie Ham marstens aus dem Caseinmolekiil ab- 
gespalten wird und als ,,Molkeneiweif* in der Molke gelést bleibt ’ 

Um itibrigens auf dieses ,,MolkeneiweiB* etwas niher einzugehen, 
so ist es eine merkwiirdige Tatsache, daB in allen Lehrbiichern bei der 
Besprechung der Darstellung des Paracaseins die Angabe nie fehlt, dal 
dabei das ,,lésliche MolkeneiweiB** entsteht, wihrend man dagegen 
bei der Beschreibung des durch Saure gefallten Caseins nirgends findet., 
daB doch auch hier ebenfalls ein lésliches MolkeneiweiB entsteht. Dieses 
wird héchstens in einem ganz anderen Teil des Buches anlaBlich der 
Bereitung der verschiedenen Kiasearten bei den sogenannten Quark- 
molken erwihnt. Aber auch hier sehen wir, daB sich der Molkeneiweib- 
kérper der Sauermolken (Quarkmolken) anders verhalt wie das Lab- 
molkeneiweiB. Denn die Erfahrungen der Technik zeigen uns einwand- 
frei, dafB der QuarkmolkeneiweiBkérper den der Labmolke an Reak- 
tionsfahigkeit bedeutend iibertrifft. 

Jedenfalls steht das eine fest, dab man weder auf Grund der Spal- 
tungstheorie Hammarstens, noch auf Grund der Laboratoriums- 
ergebnisse anderer Forscher das grundverschiedene Verhalten von 
Saiure- und Labcasein erkliren kann. Das Urteil der aus der Praxis 
gewonnenen Erfahrung aber sagt, daB Saure- und Labcasein sowohl 
chemisch wie physikalisch ganz verschiedene K6rper sind. 

Da nun, wie wir gesehen haben, das Casein ein iiberaus empfindlicher 
und reaktionsfahiger Kérper ist, so ist vor allem bei seiner Darstellung 
aus der Milch zu Laboratoriumsversuchen ganz besonders Vorsicht 
notwendig. Es ist daher von Interesse, hier festzustellen, wie die ein- 
zelnen Forscher dabei zu Werke gingen, um diesem Umstande Rechnung 
zu tragen. 

Nach Ham marsten (I. c.) wird die vierfach verdiinnte Milch mit 0,075—0,1°,, 
Essigsaure versetzt, die iiber dem gefallten und abgesetzten Casein stehende klare 
Fliissigkeit abgehoben. Der Niederschlag gut mit destilliertem Wasser gewaschen 
und hierauf in so stark verdiinnter NaOH gelést, daB die Fliissigkeit nicht ent- 
schieden alkalisch reagiert. Diese Lésung wird filtriert, wodurch fast samtliches 


Fett vom Filter zuriickgehalten wird. Hierauf wird wieder mit wenig sehr ver- 
diinnter Essigsaure gefallt und dieser Proze8 des Lésens und Fallens dreimal wie- 
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derholt. Zur Entfernung von noch anhaftendem Wasser wird nun der gut ausge- 
waschene Niederschlag kurze Zeit mit Alkohol und dann mit Ather verrieben, 
filtriert, und dann im Vakuum iiber HNO, getrocknet. ,,Nach dem vollstandigen 
Trocknen kann dieses Casein ohne Schaden im Luftbad auf 100—115° erhitzt 
werden.** Um ein Aufheben des Caseins unter Wasser iiber Nacht zu vermeiden, 
laBt es Hamarsten zwischen Filtrierpapier liegen. ErfahrungsgemaiB wird es 
jedoch hierbei an der Oberfliche zum Teil gerne etwas hornartig. AuBerdem ist 
das Casein bei dieser Behandlungsweise sehr lange im Wasser und wird, abgesehen 
davon, daB eine vollkommene Entfettung durch den kurzen Aufenthalt in Alkoho! 
und Ather mindestens fraglich ist, schlieBlich im Luftbad auf }00—-115° erhitzt, 
wodurch es nach den Untersuchungen Laqueurs in ,,I[socasein und ,,Casein’ 
gespalten werden soll. Courant fallt sein Casein mit Essigsaure und trocknet 
ebenfalls bei 100--120°. Schlossmann!) beniitzt zur Abscheidung des Caseins 
ein Pukallsches Ballonfilter und erreicht hierdurch, daB er ohne jeglichen chemi 
schen Eingriff lediglich durch den Druck einer 8 m hohen Wassersiéule (als End 
fliissigkeit eine Alkohol-Athermischung) das Casein von den meisten iibrigen Be 
standteilen der Milch, von Milchzucker, Mineralsalzen, Albumin und einem groBen 
Teil des Fettes trennen kann. Das Casein bleibt zusammen mit dem Rest des Milch 
fettes als diinner Belag an der Innenwand des Ballonfilters haften und kann schlieb- 
lich leicht herausgespiilt werden. Durch darauffolgende Alkoholatherbehandlung 
wird es noch ganz von Fett befreit und getrocknet. Bei der sonst sicher einwand- 
freien Darstellung hat dieses’Casein, abgesehen davon, daB ein Teil der Molkeneiweib- 
stoffe mit dem Casein im Pukall zuriickbleibt, noch den Nachteil, daB sein Aschen- 
gehalt (1,8—2°,), der in der Hauptsache von dem noch anhaftenden Calcium 
herriihrt, ziemlich hoch ist; ferner dauert die Filtration mit griindlichem Aus 
waschen mindestens 18—20 Stunden fiir 1 | Milch, wodurch bei der Empfindlich- 
keit dieses EiweifSkérpers leicht Zersetzung eintreten kann. 

Ein sehr schénes und einfaches Verfahren zur Darstellung von reinem Casein 
ist das von Pfyl und Turnau?). Danach wird in die stark verdiinnte Milch zur 
besseren Abscheidung des Caseins CO, eingeleitet, dann das Casein durch lang- 
same Zugabe von 20 proz. Essigsiure sehr feinflockig ausgefallt. Die fast voll- 
kommen klare, iiberstehende Fliissigkeit wird abgehebert und der Niederschlag 
oft mit heifem (7?!) Wasser gewaschen. Hierauf wird das Casein in kleinen An- 
teilen so lange mit Wasser zentrifugiert, bis das letzte abgeschleuderte Wasser 
keinen Gliihriickstand mehr hinterlaBt, wodurch, wie die Verfasser durch Belegana- 
lysen von ein- und dreimal gefallten Praparaten zeigen, ein weiteres Auflésen in Lauge 
und Fallen mit Saure iiberfliissig wurde. Im weiteren Verlauf der Darstellung wird 
das zwischen Filtrierpapier etwas getrocknete Casein mehrere Stunden in der 
Schiittelmaschine mit Alkohol bzw. Ather behandelt und zum Schlu8 im Vakuum- 
Exsiktator iiber P,O; getrocknet. Dieses Verfahren erméglicht, was nach allen 
Erfahbrungen bei der Caseindarstellung eine sehr wesentliche Hauptsache ist, vor 
allem ein rasches Arbeiten, vermeidet das lastige und sehr zeitraubende mehr- 
malige Auflésen in Lauge und Wiederfallen mit Séiure und damit ein allzulanges 
Verbleiben im Wasser, schlieBlich wird es mit einem stark wirkenden Entwasse- 
rungsmittel behandelt und nicht einer dem Casein so schadlichen Temperatur von 
100° ausgesetzt. 

Fiir die eigene Darstellung eines méglichst reines Caseins wurde nun auf Grund 
vieler Vorversuche eine Kombination der genannten Verfahren ausgewahlt, wobei 


1) Schlossmann, Habil.-Schrift. Techn. Hochschule Dresden. Leipzig 
1898. 
2) Arb. a. d. Reichs-Gesundheitsamte 47, 350. 1914. 
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das Augenmerk auf eine méglichst schnelle, den empfindlichen EiweiSkérper scho- 
nende Arbeitsmethode gerichtet wurde. 

Das hierzu gewihlte Verfahren war folgendes: Als Ausgangsmaterial 
wurde ein fabrikmaBig hergestelltes Saurecasein genommen, das aus 
mehreren hundert Liter frischer Magermilch durch Versetzen mit einer 
entsprechenden Menge reinster Milchsdiure gefillt worden war. Der 
ganze frische Quark wurde in einzelnen Anteilen in Reibschalen mit 
ca. "19, NaOH verrieben und unter Vermeidung einer ausgesprochen 
alkalischen Reaktion gelést; hierauf wurde sofort zur Entfernung der 
Hauptmenge des Fettes durch mehrere Filter filtriert und aus dieser 
Lésung das Casein mit der nach Hammarsten berechneten Menge 
"/ soo Essigsiure wieder abgeschieden. Der feinflockige Niederschlag 
setzte sich schnell zu Boden und nun wurde im wesentlichen nach der 
Pfylschen Methode weitergearbeitet. Die nahezu vollkommen klare. 
iiberstehende Fliissigkeit wurde abgehebert, der Niederschlag wiederholt 
mit sehr verdiinnter Essigsiiture behandelt und oft mit kaltem (nicht 
wie bei Pfyl mit heiBem) Wasser nachgewaschen. Hierauf wurde das 
abfiltrierte Casein in kleinen Anteilen mit Wasser zentrifugiert, bis das 
letzte abgeschleuderte Wasser keinen Gliihriickstand mehr _ hinterlieS. 
Da so ein weiteres Auflésen unnétig war, wurde das Casein ausgepreBt, 
zwischen Filtrierpapier etwas getrocknet, dann zur Entfernung des 
Restes von Fett und Wasser in der gewéhnlichen Weise nacheinander 
mit absolutem Alkohol, Alkohol-Athermischung und Ather in Reib- 
schalen wiederholt verrieben und in der Schiittelmaschine in Stépsel- 
flaschen geschiittelt, bis schlieBlich 100 ccm Ather nach dem Ver- 
dunsten nicht den geringsten Fettriickstand hinterlieBen. Mittels reinen 
Athers aus den Schiittelflaschen herausgebracht, hinterbleibt das 
Casein nach dem Verdunsten des Athers und Abpressen zwischen 
Filtrierpapier als staubfeines, schneeweiBes Pulver, das sich zwar trocken 
anfiihlt, aber trotzdem noch betriichtliche Mengen Feuchtigkeit, Ather 
und Alkohol enthalt. Es wird daher im Vakuumexsiccator iiber éfter 
erneuertem Phosphorpentoxyd bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, 
was mindestens 8 Tage dauert. Das so getrocknete Casein gab zur 
Probe im Trockenschrank auf 100° erhitzt, nur mehr minimale Spuren 
von Feuchtigkeit ab. 

Das auf die beschriebene Weise hergestellte Praparat, dessen Dar- 
stellung bis zur Entfernung des Athers 8—9 Stunden in Anspruch nahm, 
wurde zur Bestimmung seines Gehaltes an Asche, Stickstoff, Phosphor 
und Fett einer genauen Analyse unterworfen, deren Ergebnisse aus 
untenstehender Tabelle ersichtlich sind. Hierbei wurde die Aschebestim- 
mung in der Weise vorgenommen, da das Casein erst im Porzellantiegel 
langsam und vorsichtig verkohlt und darauf am Geblase verascht wurde. 

Der Stickstoffgehalt wurde nach Kjeldahl] bestimmt. 
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Zur Phosphorbestimmung wurde das Casein mit Salpeter-Schwefel- 
siure aufgeschlossen, hierauf der Phosphor nach der Vorschrift von 
Woy zuerst als Ammoniumphosphormolybdat, dann als Ammonium. 
magnesiumphosphat gefallt und schlieBlich als Magnesiumpyrophosphat 
zur Wagung gebracht. Fiir die Schwefelbestimmung wurde die durch 
eine Soda-Pottasche-Na,O,-Mischung aufgeschlossene und hierauf in 
wenig heiBem Wasser geléste Substanz mit konzentrierter HCl und 
einigen Tropfen Brom behandelt und nach dem Verschwinden der 
Bromfairbung mit heiBer BaCl,-Lésung gefillt. Nach 24stiindigem 
Stehen wurde der Schwefel als BaSO, bestimmt. Die Fettbestimmung 
zeschah durch 2stiindiges Schiitteln von 5g Casein in 100 ccm Ather. 
Filtrieren und Verdunsten des Athers. 





H,O, nach Ge- 
wichtskonstanz 


Nr. | Asche N P 8 Fett iiber P.O, 
% % % % % % 
] 0,08 15,51 0.814 0,74 0,04 0,3 
2 0,08 15,54 0,832 0,80 0,05 0,35 
3 0,09 15,52 0,830 0,72 0.04 0,25 
4 15,50 — _ 
D 15,53 — — -- 
Mittel: 15,52 


Wie aus der Tabelle hervorgeht, ist zunichst der Aschengehalt des 
nach dem beschriebenen Verfahren dargestellten Caseins sehr gering, 
was einen giinstigen SchluB auf seine Reinheit gestattet. 

Was nun den Prozentgehalt an Stickstoff anlangt, so sei zuvor 
erwaihnt, daf} man gerade dariiber in der Literatur sehr verschiedene 
Werte findet. Er variiert zwischen 14,3° bei Bonema!) und 15,91°, 
bei Paintner?) und dementsprechend der N-Faktor zwischen 6,99 
und 6,27. Von diesen und den vielen dazwischenliegenden Werten ist 
bis heute der gebrauchlichste und von den meisten Lehrbiichern emp- 
fohlene der schon von Hammarsten und Sebelien aufgestellte 
Faktor 6,37, der einem N-Gehalt von 15,65°% entspricht. Der Hauptgrund 
fiir diese Abweichungen liegt wohl sicher in der bereits erwihnten 
Schwierigkeit und Verschiedenheit der Caseindarstellung. Es ist dies 
um so bedauerlicher, als bekanntlich gerade auf dem Resultat der 
N-Bestimmung tiberhaupt die Berechnung des Caseingehaltes der Milch 
beruht. Es schien daher besonders wichtig, den reinen N-Faktor noch- 
mals festzustellen. Die beiden genannten Autoren im Kaiserlichen 
Gesundheitsamt fanden nun bei ihrem verschiedenen mit gréBter Sorg- 
falt hergestellten Praparat als mittleren Prozentgehalt des Caseins an 





1) Pharm. Wochenbl. 45, 1254. 1908. 
2) Abderhalden, Handb. der biochem. Arbeitsmeth. 1910, S. 35. 
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Stickstoff 15,51°,. Sie nehmen bei ihren weiteren Berechnungen diesen 
Wert als den richtigen an, verteidigen ihn gegen die friiher erhaltenen 
verschiedenen Werte anderer Autoren und berufen sich u. a. auch darauf. 
da®B der N-Gehalt der relativ reinsten, von Burow, Tang] und Burr 
hergestellten und analysierten Caseine, nach Kjeldahl bestimmt. 
15,55 —15,65°%, betrug. Der nach dem eigenen Verfahren erhaltene Stick- 
stoffgehalt des Caseins (im Mittel 15,52) stimmt mit dem Pf ylschen 
Resultat so gut iiberein, da dieser Wert mit groBer Wahrscheinlichkeit 
als der richtige Stickstoffgehalt des Kuhcaseins angenommen werden 
kann; dem N-Gehalt von 15,5 entspricht der Faktor 100 : 15,5 = 6,45. 

Die erhaltenen Werte an Phosphor- bzw. Schwefelgehalt sind im 
allgemeinen die gleichen wie die anderer Autoren, so daf} iiber sie nichts 
weiter zu erwihnen ist, als daB eben auch sie, wie die Literatur be- 
weist, gewissen Schwankungen unterworfen sind. SchlieBlich ist der 
sehr geringe Gehalt an Fett und Wasser ein weiterer Beweis fiir dic 
Reinheit des Praparates. 

Bei der Darstellung von Paracasein war das Verfahren genau das 
gleiche wie beim Saiurecasein, nur mit dem einen Unterschied, daB als Aus- 
gangsmaterial natiirlich ganz frisch gefallter Kisebruch, also Para- 
caseinkalk, wie er fabrikmaBig durch Einrennen der Milch mittels Lab 
erhalten worden war, beniitzt wurde. Die tibrige Behandlung, d. h. 
Auflésen in Lauge und Fallen mit Essigsiure, Auswaschen bzw. Zentri- 
fugieren mit Wasser, Verreiben und Schiitteln mit Alkohol und Ather 
und Trocknen tiber P,O; geschah wie beim Saurecasein. 

Die Analyse dieses Labcaseins ergab folgende Resultate : 





H.0, nach Ge- 
" | - : ) : “2 wichtkonstanz. 
Nr. Asche N I s Fett iiber P.O, 


1 0.1 15,64 0,83 0,81 | 0,05 0,2 
2 0,085 15,70 | 0,80 0,76 | 0,05 0,35 
3 009 | 1565 | 0,79 0.78 | 0,04 0.3 
4 15,60 ny Sm 

5 15,61 wee | 


Mittel: 15,64 
Die Literatur enthalt iiber die Zusammensetzung des sogenannten 
Paracaseins verhiltnismaBig sehr wenig Angaben, ein Zeichen, dah 
mit diesem Kérper noch wenig gearbeitet wurde. Uberdies sind die 
Ergebnisse ebenso verschieden wie beim Casein. 


So z. B. fand Lowenthal!) fiir sein wahrscheinlich lufttrockenes Paracasein 
14,4594, N. Raudnitz*) 15% und van Slyke*) 15,80%. Desgleichen schwan- 
ken die Gehalte an P bzw. S je zwischen 0,70 und 0,88°%. 

1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 41, 185. 1904. 

2) Sommerfeld, Handb. d. Milchk. 1909, S. 181. 

3) The journ. of biol. chem. 14, 203. 1913. 
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Im eigenen Priparat wurde der N-Gehalt um 0,1°, héher gefunden 
wie beim Saurecasein, wihrend der P- und S-Gehalt ungefihr gleich 
sind, 

Da nun beziiglich des N-Gehaltes des Caseins eine so gute Uber- 
einstimmung mit dem Pfylschen Resultat erreicht wurde, war es 
natirlich von groBem Interesse nachzupriifen, ob auch die Feststellung 
des Aquivalentgewichtes des Caseins als Siiure, das nach Pf yl zu 1143 
bestimmt wurde, wihrend in der Literatur ailgemein nach Lag ueur 
1135 angenommen wird, iibereinstimmende Werte gab. Zugleich aber 
sollte das Versuchsfeld noch erweitert werden und das Aquivalent- 
gewicht nicht nur gegen ™/,, NaOH sondern auch gegen "/,, KOH, NH,OH., 
Ca(OH),, Sr(OH), und Ba(OH), festgestellt werden, immer in dem 
Bestreben, das Verhaltnis zwischen Casein, gedacht als Saure, und 
Basen, nach Moéglichkeit zahlenmaBbig zu verfolgen. 

Zu diesem Zweck wurde die gleiche Arbeitsmethode eingehalten wie 
in der Pfylschen Arbeit vorgeschrieben : 

lg Casein wurde genau abgewogen, mit 40 ccm ausgekochtem, 
destilliertem Wasser und genau lO cem ®/,, NaOH bzw. KOH usw 
versetzt und in einem Sendtnerkolben so lange geschiittelt, bis sich 
alles Casein gelést hat. Die nur schwach opaleszierende Lésung wurde 
dann mit "/,, HCl bis zur Entfairbung des Phenolphthaleins zuriick- 
titriert. (Es wurden zu jeder Titration je 5 Tropfen einer | proz. Phe- 
nolphthaleinlésung verwendet.) 


Die Versuche ergaben folgende Resultate : 


Bestimmung des Saureaquivalentgewichtes des Caseins 
gegen "/,, NaOH, KOH, NH,OH, Ca(OH),, Sr(OH), und Ba(OH),,. 


‘10 











10 cem ®/\4 NaOH KOH NH,(OH) Ca(OH), Sr(OH), Ba(OH) 
Beim Zuriickti- 1,30 1,25 1,30 1.20 1,26 1,30 
trieren der je 1,20 1,25 1,28 1,25 1,25 1,40 
10 cem Lauge 4 1,24 1,30 1,30 1,22 1,38 1,30 

verbrauchten 1,25 1,30 1,26 1,20 1,28 1,35 

com 2/49-HCl 1,20 1,21 1,30 1,19 1,23 1,30 
Mittel: 1,24 1,25 1,29 1,21 1,28 1,33 

Somit an Casein 

gebunden = ccm: 8,76 8,75 8,71 79 8,72 8.67 


Mittel: 8,733. 


Aus dem Mittel simtlicher Bestimmungen berechnet sich das Aqui- 
valentgewicht des Caseins als Saure zu 1145, ein Wert, der sich von dem 
Pfylschen Resultat tatsichlich nur unwesentlich unterscheidet. 
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Bestimmung des Siureiquivalentgewichtes des Paracaseins. 





10 cem ®/,5 NaOH | KOH NH,OH Ca(OH), Sr(OH), Ba(OH), 
Beim Zuriickti- 1,25 1,21 1,26 1,41 1,30 1,20 
trieren der je 
10 ccm Lauge 4 1,25 1,30 1,30 1,18 1,21 1,31 
verbrauchte cem | 
HCl 1,25 1,27 1:27 1,31 1,27 1,30 
Mittel: 1,25 1,26 1,24 1,30 1,26 1,27 

Somit an Para- 
casein gebunden: 8,75 8,74 8,76 8,70 &.74 8,73 


Mittel: 8,737. 10000:8,737 = 1144. 
Der gleiche Versuch wurde mit Paracasein unternommen und ergab 
g £ 
ungefahr dasselbe Resultat wie beim Casein nimlich 1144, was natiirlich 
beidemal innerhalb der Versuchsgrenze liegt. 


Uber das Verhiltnis des Caseins und Paracaseins zu den Hydroxyden 
der Erdalkalien und zu verdiinnten Siiuren. 

Wie friiher bereits an Hand der Literatur gezeigt wurde, sind von den 
einzelnen Forschern eine Reihe von Salzen des Caseins mit Alkalien und Erd- 
alkalien hergestellt worden und zwar waren es hauptsiichlich vier ,, Verbin- 
dungen“, die teils auf gravimetrischem, teils auf titrimetrischem oder phy- 
sikalischem Wege naher beziiglich ihres Calciumgehaltes fixiert wurden. 

Bekanntlich kann man Caseincalciumlésungen erhalten, die gegen 
Lackmus neutral und gegen Phenolphthalein sauer, gegen Phenolph- 
thalein neutral und gegen Lackmus alkalisch sind. Casein und Para- 
casein verhalten sich also in dieser Beziehung ahnlich wie die Salze 
gewisser schwacher Sauren, deren wisserige Loésungen mehr oder 
weniger hydrolytisch gespalten sind. Wahrend man aber bei letzteren 
auf Grund anderweitiger Erfahrungen schlieBen kann, daB eine Lésung, 
welche gegen Phenolphthalein neutral reagiert, auch wirklich an- 
nahernd das Neutralsalz der Siure enthalt und man auf Grund einer 
Titration leicht die Zahl der alkalibindenden Gruppen, bei organischen 
Sauren im allgemeinen die Karboxylgruppen, berechnen kann, ist dies 
beim Casein nicht der Fall, denn wir wissen nicht mit Sicherheit, auf 
welcher Atomgruppierung der Siure- bzw. Basencharakter des Caseins 
und Paracaseins beruht und kénnen infolgedessen die Alkali- und 


ebenso die Saiureverbindungen des Caseins und Paracaseins nicht als 
einheitliche, wohldefinierte Salze betrachten. 

Infolgedessen galt es zuniachst die Frage zu entscheiden, nach 
welchen chemischen und physischen Gesetzen sich tiberhaupt das Casein 
mit Hydroxyden einerseits, mit verdiinnten Sauren andererseits ver- 
bindet. Bei der Wechselwirkung des Caseins bzw. Paracaseins und 
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Losungen von Alkalihydroxyden oder verdiinnten Sauren hat man es 
mit einem heterogenen System zwischen einem amorphen Korper mit 
groBer Oberflichenentwicklung und einem molekularen bzw. jondispersen 
Stoff (echte Lésung) zu tun. Der Verlauf der Reaktion zwischen den 
beiden Komponenten kann, so lange die feste kolloide Phase im Uber- 
schuB bleibt, auf dreierlei Art erfolgen: 

Ks bilden sich entweder : 

1. dem Begriff der chemischen Affinitaét bzw. der chemischen 
Statik geniigende, definierte Verbindungen, oder 

2. es verteilt sich der geléste Stoff zwischen dem urspriinglichen 
Lésungsmittel und dem festen Stoff nach dem Henryschen Gesetz in 
der Weise, daB das Verhiltnis der Konzentration des gelésten Stoffes 
im festen K6érper und in der Lésung konstant ist, oder aber es ist 

3. die Reaktion zwischen wahrhaft geléstem und dem amorphen 
Stoff durch eine Zustandsaffinitaét bedingt, d.h. die Reaktion ist als 
eine Adsorptionserscheinung aufzufassen, bei der die Konzentration 
der Lésung nicht proportional der adsorbierten Menge ist, da aus ver- 
diinnten Lésungen relativ mehr adsorbiert wird, als aus konzentrierten 
und die Adsorption sich demnach asymtotisch einem Grenzwert nihert. 

Auf diese Adsorptionserscheinungen sind das Henrysche Gesetz, 
das Massenwirkungsgesetz und die Phasenregel nicht anwendbar, da 
diese sich auf Molekularbetrachtungen griinden und die experimentellen 
Ergebnisse, die durch die Entwicklung der Kolloidforschung in den 
letzten Jahren bekannt wurden, nicht zu erklaren vermégen. Am 
besten laBt sich das Adsorptionsgleichgewicht durch die einfache Forme! : 


illustrieren, wobei C,, die Konzentration des Adsorbendums im Ad- 
sorbens, C; die Konzentration des Adsorbendums in der Gleichgewichts 
lésung ist, p und K Konstanten darstellen, unter der Voraussetzung. 
daB die beteiligten Kérper wahrend des Reaktionsverlaufes ihre Natur 
nicht verindern. Die graphische Darstellung dieser Formel gibt eine 
charakteristische Kurve, die anfangs mehr oder weniger stark steigt 
und sich dann einer Geraden nihert. Das. Gleichgewicht nach dem 
Henryschen Gesetz wird durch die Forme! : 

Cw 

C; 


-K 


ausgedriickt, d.h. der Exponent der oben genannten Adsorptions- 
formel wird 1 und der Reaktionsverlauf wird durch eine ansteigende 
Gerade gekennzeichnet. 

Die graphische Darstellung nach den Gesetzen der chemischen 
Affinitat ergibt eine unstetige Kurve. Zur besseren Veranschaulichung 
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der vorstehenden Ausfiihrungen zeigt folgende Zeichnung die graphische 
Darstellung der 3 mdglichen Fille des Reaktionsverlaufes zwischen 
amorphen und wahrhaft geléstem Stoff. 

Die bisherigen Literaturangaben tiber das Verhalten des Caseins 
baw. Paracaseins zu Erdalkalien lassen kein bestimmtes System er- 
kennen ; infolgedessen schien es von Interesse zu sein, diese Beziehungen 
im Sinne der obigen Ausfiihrung und zwar unter Beniitzung neuzeit- 
licher Hilfsmittel zu studieren. In gleicher Weise sollten auch Versuche 
unternommen werden, die das Verhiltnis des Caseins zu verdiinnten 

font Sauren klar legen, da hiertiber einerseits in 

| “ der Literatur nur wenige und_ iiberdies 
zum ‘Teil widersprechende Angaben zu 
wurveg finden sind, andererseits aber nach dem 
Verhalten des Caseins in der Praxis an- 
genommen werden mu, das es mit ver- 
diinnten Sauren in einer bestimmten Weise 


CA 


Abb. 1. 
Kurve |. Gleichgewicht nach Ad- reagiert. 


K(p>}). Um einwandfreie Resultate zu erhalten, 
wurden konstante Mengen 100 proz. Casein 


( 
sorptionsformel 


“4 
Kurve II. Gleichgewicht nach Henrys 


Co 


mit steigenden Mengen kohlensiurefreien 

wirasia) «Peale tl Kalkwassers [1000 mg Ca(OH), im Liter 

Kurve HL Gleiehgewicht nach che- Wasser] vorsichtig und innig verrieben, so 

daB sich keine Knollen bildeten, hierauf 

quantitativ mit CO, freiem Wasser bis zum konstanten Volumen von 

100cem in gut schlieBende Rollflaschen gespiilt und bei Zimmer- 
temperatur stets 3 Stunden geschiittelt. 

Nach dem Schiitteln setzte sich bei allen Versuchen das tiberschiissige 
Casein bzw. Paracasein stets sehr rasch als schleimiger Bodenkorper ab, 
wihrend die iiberstehende Fliissigkeit eine mit steigendem CaO-Gehalt 
zunehmende Opalescenz zeigte. Auf Grund dieses Aussehens konnte 
man sich jedoch keine Vorstellung machen, wie die beiden K6rper mit- 
einander reagiert haben. Da nun einerseits eine einwandfreie Unter- 
suchung des Bodenkérpers in dieser Form unméglich war, andererseits 
aber die tiberstehende Fliissigkeit noch viel suspendierten Bodenkérper 
enthielt, so konnte man nur dann zu einem erfolgreichen Ziele kommen, 
wenn es gelang, ein vom Bodenkérper vollkommen freies Filtrat zu 
erhalten. Zu diesem Zwecke wurde, um im Filtrat das etwa noch un- 
gebundene Ca(OH), zu bestimmen, zuniachst durch gewoéhnliches Filter, 
filtriert. Hier zeigte sich jedoch der MiBstand, daB auch bei Anwendung 
von verschiedenen Kunstgriffen kein blankes Filtrat erreicht werden 
konnte ; selbst durch Berkefeldfilter ging die kolloide Lésung noch sehr 
trib hindurch. Die Bemiihungen, ein blankes Filtrat zu bekommen. 
hatten erst vollen Erfolg, als ein Haénsches Membranfilter benutzt 
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wurde, das wie viele Probeversuche mit verschiedenen Koérpern zeigten, 
jede kolloide Substanz einwandfrei zuriickhalt. Mit Hilfe dieses Mem- 
branfilters wurden von jeder Caseincalciumlésung ca. 15 ccm abfiltriert 
und das in je 10 cem des vollkommen blanken Filtrates noch vorhandene 
Ca nach folgender Mikromethode bestimmt: 

Die 10 ccm wurden schwach ammoniakalisch gemacht, im Wasser- 
bad erwarmt und mit 5ccm 10proz. Ammonoxalatlésung versetzt, 
hierauf im Aufrechtschen Réhrchen abzentrifugiert, dreimal in dem 
Roéhrchen mit destilliertem Wasser gewaschen, dann in wenig verdiinnter 
nitritfreier Salpetersiiure gelést und bei 40° mit "/,59.-KMnO, aus Mikro- 
biirette bis zur leichten Rosafarbung titriert: 

L com "/s99- KMnO, = 0,0002 mg Ca . 

Nebenbei sei schon an dieser Stelle erwaihnt, daB bei den Versuchen 
mit Sr(OH), und Ba(OH), genau die gleiche Arbeitsweise eingehalten 
wurde. Die Konzentration der Strontium- und Barytlauge wurde im 
Verhaltnis zum Kalkwasser hergestellt d.h. in je 1000 ccm kohlen- 
saurefreiem Wasser waren 1000 mg Ca(OH), bzw. 3587,5 mg Sr(OH), 
baw. 4258,3 mg Ba(OH), gelést. (Kontrolle durch Titration.) 

Fir die endgiiltige auf Grund besonderer Vorversuche eingerichtete 
Methode wurde stets folgende Anordnung eingehalten : 


1. Konstantes Volumen ; 100 cem 
2. Konstante Mengen Casein (100°,) 5000 mg 
3. Konstante Schiitteldauer 3 Stunden 
4. Zimmertemperatur ....... 1617 
5. Wechselnde Mengen Ca-Sr-Ba-Lauge, und zwar: 
Nr. 1. 15 com Lauge + 85 cem CO, freies Wasser 
, ne | ee PA - 70 ,, 
aed | ee ‘a + 60 , 
.. Ge oo $9 Ls , 
= oe 9 + 40 ,, $9 % % 
Gs a + 30 ,, as a % 
i at - +. 20:.,, 
8. 9 ,, at 


Versuch mit Caleiumhydroxyd 








Ver- Angewendet 























Menge des Fil-}] Ver- | Wiederge- | perechnet auf 100 cem 
Mengen- | trates, die zur |braucht]| fundene 

Nr. Suchs- | oo cein | Cag | Verhdltnis |Titrat. verwen-| /:9)- | Menge Ca CaO aufgenom- 
volum ‘ Casein CaO] det werden |KMn0O,| in 10 cem | geblieben | men CaO 
ecm mg mg ecm cem mg mg ((}) Mg (CG) 

1 100 | 5000 | 11,354] 440.4 10 0,35 [0,0000979 |0,0009795} 11,35302 
2 | 100 | 5000 | 22,710} 220,15 10 0,65 }0,0001819]0,001819 | 22,70819 
3 100 | 5000 | 30,270] 165,2 10 0,90 }0,0002519 }0,002519 | 30,26748 
4 100 | 5000 |39,840] 125,5 10 1,21 [0,0003372 10,003372 | 39,83662 
5 100 | 5000 45,402} 110,15 10 1,40 }0,0003918]0,003918 | 45,98082 
6 100 | 5000 52,976] .94,38 10 1,65 ]0,0004618 0,004618 | 52.97138 
7 100 | 5000 60,540} 82.78 10 1,81 }0,0005065 }0,005065 | 60,53493 
S 100 | 5000 68,100 73,42 10 2,00 10,0005597 |0,005597 | 68,69440 

0, C 
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chung 


heobachtet im Mittel 


1.1597 
1,2485 
1.2029 
1,118] | 4.1875 
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Die erhaltenen Werte fiir die Konstante K 
kénnen in Anbetracht der schwierigen Ver- 
suchsverhaltnisse immerhin als sehr gut be- 
zeichnet werden. Die Abweichung der ein- 
zelnen Versuche von dem mittleren K_ ist 
nicht bedeutend und wird hauptsichlich 


Pate durch die grobe Wirkung der Fehlerméglich- 
11951 keiten, bedingt. Da weiterhin der Wert des 
1,1216 Exponenten p in der oben angefiihrten Glei- 
P 

0. == K durchweg annihernd = | ist, so ergibt sich fiir unsere 


4 


Versuche die fiir das He nr ysche Gesetz zutreffende einfache Beziehung: 


~ S&S @© ££ ABN ® & 











man 








~ = K. 
C; 


Die graphische Darstellung der nach der Tabelle 
erhaltenen Resultate zeigt uns, da sich das Casein 
tatsichlich im Sinne des He nr yschen Gesetzes mit 
den Hydroxyden der Erdalkalien verbindet. Triagt 


nimlich, wie in nebenstehendem Diagramm, 


den tausendfachen Wert des noch vorhandenen CaO 
als Abszisse und 1/, des Wertes der aufgenommenen 
Menge CaO als Ordinate eines rechtwinkligen Ko- 
ordinatensystems auf, so erhalt man eine Gerade. 
Das Verhiltnis der Konzentration des Hydroxydes 
auf der Oberfliiche des Hydrogels zur Konzentration 


des Hydroxydes in der End- 


; 

lésung : Ce steht somit in einem 
wey?” 

einfachen linearen Verhaltnis und 

wird durch den Faktor K = 1,1875 

ausgedriickt. 

Da die Reaktionsisothermen 
mit Strontium- und Bariumhydro- 
xyd dem Calciumhydroxyd voll- 
kommen proportionale Werte er- 
gaben, werden die Resultate nur 
durch graphische Darstellung in 





HGS 9 ey 1 
Cy = 1000 x 
Abb. 3. 


>> a7 4% nebenstehendem Diagramm zum 


(a= 1000 « Ausdruck gebracht. Im Mittel 


wurde fiir K gefunden: 


fir SrO K = 1,1516 — und fiir BaO K = 1,1593. 
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Die Versuche mit Paracasein ergaben, abgesehen von kleinen Versuchs- 
fehlern, die alle innerhalb der Fehlergrenzen liegen, die gleichen Er- 
gebnisse wie mit Siurecasein. Infolgedessen wurde ihre tabellarische 
und graphische Darstellung unterlassen. 

So eingehend und mannigfach sich die Forscher mit den Verbindun- 
gen des Caseins mit Alkalien und Erdalkalien beschaftigt haben, so 
unvollkommen und zum Teil unklar sind in der Literatur die Angaben 
iiber die Verbindungen des Caseins mit Siéuren, iiber die sog. Acid- 
caseine ; insbesondere wurde das Verhalten des Paracaseins zu Saiuren 
so gut wie gar nicht studiert. 

Im groBen und ganzen stellten die meisten alteren Forscher nur fest. 
daB bei der Léslichkeit des Claseins in Siuren, wie schon Courant 
sagt, die Phosphorsiure ,,eine bevorzugte Stellung einnimmt, dal} 
ferner sehr leicht lésen die Halogensiuren, dann mit stark abnehmender 
Fahigkeit die Schwefelsiure, Milchsiiure und schlieBlich Essigsaure. 
Diese Lésungen sollen meist ziemlich zahfliissig sein; konzentriertere 
sollen sich nicht durch gewoéhnliches Filter filtrieren lassen. 


Nach Long!), der Casein in iiberschiissiger Saiure lést und mit Alkali zuriick- 
titriert, vermag 1 g Casein ca. 7 ccm "/;)-HCl, HBr, HJ, H,SO, und Essigsiiure zu 
binden, wahrend ihm auf diese Weise die Bestimmung gegeniiber H,PO,, Wein- 
siure und Oxalsaure nicht gelang. Laxa stellte auf andere Weise eine Verbindung 
von Casein mit Milchsaéure dar, einmal, indem er Casein in Milchsiéure und die 
iiberschiissige Séiure durch Dialyse entfernt, das andere Mal, indem er durch Aus- 
salzen das Casein wieder ausfallt. So erhielt Laxa eine Verbindung, die 7,56°, 
Milchsiure enthielt. Ein anderer Forscher, Bochamp, berichtet, daB die von 
ihm durch Versetzen einer Caseinlésung mit konzentrierter Salzsiure dargestellte 
Saureverbindung 9—-12°, Saure enthielt, wihrend Fuld in einer mit Metaphos- 
phorsiure gefallten Caseinverbindung einen Gehalt von 5,79, HPO, fand. 

Durch diese und ahnliche Untersuchungen stellten die alteren Forscher ledig- 
lich fest, daB das Casein imstande ist, sich mit Sauren in einem gewissen Verhaltnis 
zu verbinden. Es laBt sich aber weder aus ihren Versuchen noch aus ihren son- 
stigen Angaben erkennen, ob es sich hierbei tatsichlich um wirkliche Verbindun- 
gen oder nur um Adsorptionserscheinungen handelte, zumal, da sie weitere Be- 
ziehungen des Caseins zu verschiedenen Siurekonzentrationen oder Temperaturen 
nicht studiert haben. 

Erst in neuer Zeit trug zur Aufklarung dieser Frage sehr viel eine bedeutende 
Arbeit von L. L. und D. D. van Slyke!) tiber Acidcaseine bei. Die beiden ameri- 
kanischen Forscher verfolgten hierbei die Absicht, die Menge von Siure zu be- 
stimmen, die sich mit Casein unter Bildung einer bestimmten, in Wasser unlés- 
lichen Verbindung vereinigt. Die angewandte Methode bestand im wesentlichen 
darin, daB iiberschiissiges Casein mit sehr verdiinnten Sauren bestimmte Zeiten 
lang geschiittelt, das Gemisch filtriert und die vom Casein aufgenommene Menge 
Sauren nach selbst aufgestellten Formeln aus der Abnahme der Leitfahigkeit 
berechnet wurde. Zu diesem Zweck wird dem Casein die aufgenommene Saure 
durch Schiitteln mit Wasser wieder entzogen und zwar hért, wie die Verfasser 
zeigen, die Extraktionsméglichkeit stets dann auf, wenn ein neues Gleichgewichts- 


1) Amer. chem. journ. 38, 385. 
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Konz. der Siture in 1 g Casein 
Konz. der Séure in | ecm der umgeb. Lésung 
Die Verfasser, die ihre Versuche mit verschiedenen Sauren von wechselnder Kon- 
zentration ("/;.;—"/so99), bei einer Einwirkungsdauer von 5 Minuten bis 48 Stun- 
den und einer Temperatur von 0—-45° anstellten, kamen zu dem Ergebnis, daB 
die Menge der so aufgenommenen Saure wechselt: 

1. mit der Art der Saure, 

2. mit der Konzentration der Siure, 

3. mit der Einwirkungsdauer, die zur Erreichung des Gleichgewichtes erfor- 
derlich ist, 

. mit der Intensitaét des Riihrens und 

- mit der Temperatur. 

Ferner stellten sie fest, daB die Hauptmenge der reagierenden Saure in der 
ersten '/,—1 Stunde aufgenommen wird, da8.sich immer etwas Saure mit Casein 
vereinigt, so wenig Siure noch vorhanden sein mag, daB im Gegensatz hierzu nie- 
mals die .ganze Menge der Saure auch bei noch so groBem CaseiniiberschuB auf- 
genommen wird, daB Erhéhung der Temperatur das Erreichen des Gleichgewichts- 
zustandes beschleunigt usw. Bei Beriicksichtigung all dieser Umstinde kommen 
die beiden Forscher zu dem SchluB, daB es sich bei dem Verhalten des Caseins 
zu verdiinnten Siuren um Adsorptionserscheinungen handelt. Br. Robertson?) 
dagegen bestreitet entschieden die Berechtigung der beiden van Slykes, die 
Beziehungen zwischen Casein und Sauren als Adsorption zu bezeichnen und be- 
hauptet, daB auch die Acidcaseine zu den wirklichen Verbindungen gehéren. 


verhaltnis, namlich erreicht ist. 


ua 


Da nun das erwihnte van Slykesche Verfahren dadurch nicht ganz 
einwandfrei erschien, da die Autoren eine ziemlich umstandliche und 
daher auch leicht ungenaue Methode zur Bestimmung der aufgenomme- 
nen Saéure anwendeten, da ferner das Ergebnis eines jeden Versuches 
nur fiir eine Saéurekonzentration und fiir eine Temperatur festgestellt 
wurde und auBerdem die Versuche bisher nur mit Casein, nicht aber 
mit Paracasein ausgefiihrt wurden, so war es von Interesse, das Ver- 
halten des Caseins wie auch des Paracaseins gegeniiber verdiinnten 
Sauren bei anderer Versuchsanordnung zu studieren, namlich durch 
Beobachtung von Reaktionsisothermen zwischen Casein bzw. Para- 
casein und wechselnden Siuremengen. Hierbei war vor allem auch der 
praktische Gesichtspunkt maBgebend, nach Méglichkeit Einblick zu 
gewinnen in die Verhiltnisse der praktischen Saurecaseinfabrikation 
mittels Siuerung der Milch durch verschiedene Sauren und der voraus- 
sichtlich dabei entstehenden Produkte, deren Verwendbarkeit, wie oben 
erwahnt, ganz von der Art der Siuerung der Milch abhangt. 

Als ein vortreffliches Laboratoriumsmittel zur Erzielung von kolloid- 
freien Filtraten eignet sich auch hier das bereits erwaihnte Hae nsche 
Membranfilter. Fiir die eigenen Versuche zur Entscheidung der Frage, 
auf welche Weise sich das Siure- bzw. Labcasein mit verdiinnten Sauren 
verbindet, wurde infolgedessen eine ahnliche Arbeitsmethode ein- 
gehalten wie bei den Versuchen mit den Erdalkalihydroxyden. 


1) Journ. of biol. chem. 4, 35. 1908. 
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Demnach war der Gang der Untersuchungen iiber Reaktions- 


ist. 

isothermen des Caseins bzw. Paracaseins mit verdiinnten 
On - ¥ oe . 

ae Saiuren wie folgt: 


daB 1. Konstantes Volumen von 250 ccm. 

2. Konstante Mengen von Casein bzw. Paracasein zu je | g (100 proz. 
oder entsprechende Menge feuchte Substanz). 

3. Konstante Temperatur (Zimmertemperatur). 








1 4. Konstante Schiitteldauer je 3 Stunden. 
5. Konstante Untersuchungsmethode der Filtrate. (Vollkommen 
blanke Filtrate, Titration mit carbonatfreier "/,,, Barytlauge, jeweils 
der 2 Tropfen 1 proz. Phenolphthaleinlésung als Indikator.) 
ang 6. Inkonstante H’-Mengen (ansteigend "®/,,,,—"/,9, und zwar: 
atat a) Salzsiure: b) Schwefelsiure; ¢) Milchsiure; d) Essigsiure. 
hts- Alle Ausgangslésungen (®/;9)-Saure), sowie alle Verdiinnungen zur 
men Herstellung der jeweils nétigen Konzentration wurden mit kohlensiure- 
at freiem Wasser ausgefiihrt. 
die Nach je genau 3stiindigem, gleichmiBigem Schiitteln unter Be- 
be- niitzung von Erlenmeyerkolben aus Hartglas (Vorversuche ergaben, 
ren. da innerhalb dieser Zeit stets der Gleichgewichtszustand erreicht war) 
anz wurde vom tiberschiissigen Casein mittels des Membranfilters abfiltriert 
and und in je 50 cem des blanken Filtrates durch Titration mit "),o)-Baryt- 
me- lauge die darin noch enthaltene Siuremenge bestimmt. 
hes Samtliche Filtrate sowohl der Versuche mit Casein als mit Para- 
ellt casein erwiesen sich bei Priifung mittels eines Albuminimeters als 
ber vollkommen eiweiBfrei. 
Jer- Alle Versuche wurden mindestens zweimal ausgefiihrt. wobei in 
ten allen Fallen die gleichen Resultate erhalten wurden. 
reh Die Ergebnisse fiir die einzelnen Siuren sind aus folgenden Tabellen 
\ra- (S. 68—72) ersichtlich. 
der Die Resultate der Tabellen bestitigen zunichst die bereits bekannte 
zu Tatsache, daB die Aufnahmefihigkeit des Caseins fiir die hier in Be- 
ion tracht kommenden Siauren am gréBten ist bei Salzsiure, dann folgen 
LUS- Schwefelsiure, Milchsiure und schlieBlich Essigsiure. Dies ging tibrigens 
ben schon auBerlich daraus hervor, daB in den Glisern nach dem Schiitteln 
namentlich in den konzentrierteren Proben von Nr. 11—13 bei der 
oid - Salzsiure nur mehr sehr wenig Bodenkérper vorhanden war, wahrend 
che dies bei Schwefelsiure und Milchsiure bei weitem nicht in dem Mabe 
age, der Fall war und bei Essigsiiure eine Abnahme des Bodenkoérpers auBer- 
ren lich tiberhaupt nicht konstatiert werden konnte. Dementsprechend war 
pin- auch die Opalescenz der tiberstehenden Fliissigkeit am stirksten bei 


Salzsiure und sehr gering bei Essigsiiure. Die gleiche Reihenfolge war 

auch bei den Versuchen mit Labcasein zu beobachten; nur war hier die 

Opalescenz durchweg schwiicher wie beim Siurecasein. Ferner be- 
5* 
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72 B. Bleyer und R. Seidl: 


statigen die Ergebnisse die bereits von van Slyke und Bosworth 
festgestellte Tatsache, dab sich einerseits immer etwas Saure mit Casein 
vereinigte, so wenig Siure auch in der ersten Nummer der Versuche 
vorhanden war, andererseits dagegen niemals die ganze Menge der 
Saure trotz des groBen Caseiniiberschusses aufgenommen wurde. 
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Die graphische Darstellung der erhaltenen Resultate gibt uns auf 
den ersten Blick auf die noch umstrittene Frage, ob wir es bei den Acid- 
caseinen mit wirklichen Verbindungen oder mit Adsorptionserscheinun- 
gen zu tun haben, die unzweideutige Antwort, daB es sich hierbei nur 
um eine Adsorption handeln kann und zwar um eine Adsorption, wobei 
mehr als die der zunehmenden Saurekonzentration proportionale Saure- 
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Kuhmileh-Casein. 73 


menge aufgenommen wird. Denn wire die aufgenommene Siuremenge 
der Zunahme der Saiurekonzentration proportional, so wiirde man eine 
gleichmabige, ansteigende Gerade erhalten. Tatsichlich bekommt man 
eine erst mehr oder weniger steil ansteigende und nach Erreichung des 
Gleichgewichtes horizontal verlaufende Kurve. Rechnerisch kommt 


diese Erscheinung dadurch zum Ausdruck, da®B bei der Lésung der 
YP 


Gleichung aH = K der Wert fiir p stets dann inkonstant wird, wenn 
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Abb. 4d. 


die Biegung der Kurve beginnt; d.h. er steigt dann von 1,1 bis 
ca. 3,0 und zwar trifft dies fiir simtliche Siuren bei Siéure- und 
Labcasein zu. Desgleichen bildeten die ersten Punkte immer beinahe 
eine Gerade; dementsprechend war hier auch p = 1 mindestens an- 


nihernd = 1. 

Die erhaltenen Werte fiir die Konstante K sind, wie die Tabellen 
zeigen, in allen Fallen bei Anrechnung der mannigfachen Versuchs- 
schwierigkeiten geniigend gut. 
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74 8. Bleyer und R. Seidl: 


Was das Paracasein betrifft, so geht aus den Versuchen hervor, dab 
es sich im wesentlichen ebenso verhalt wie das Saurecasein; jedoch ist 
es im allgemeinen imstande, mehr Saure aufzunehmen. 

Sehr gut und leicht reagiert sowohl das Siure- wie das Paracasein 
mit Schwefelsiure, eine Tatsache, die ja bekanntlich auch von der 
Technik entsprechend ausgeniitzt wird. Mit dieser Saiure wurden die- 
selben Versuche auch bei Siedetemperaturen unternommen, jedoch ohne 
Erfolg, da ein Teil des Caseins beim Kochen stets an der Glaswand 
emporstieg und dort kleben blieb, so daB sehr unregelmaBige und 
daher unbrauchbare Resultate erhalten wurden. 

Eine besondere Stellung nahm in beiden Fallen die Milchsaure ein, 
indem nach einem bereits eingetretenen Gleichgewicht von neuem eine 
betrichtliche Siureaufnahme stattfand, um hernach wieder in den 
Gleichgewichtszustand tiberzugehen. Es erinnert dieses Verhalten leb- 
haft an die in der Praxis wohlbekannte, schon friiher erwihnte Eigen- 
schaft der Milchsiure, sich in gewisser Konzentration so fest mit dem 
Casein zu verbinden, daB sie auf gew6hnliche Weise nicht mehr aus- 
gewaschen werden kann. Der wahre Grund fiir diese Eigenschaft ist 
bisher noch nicht geniigend aufgeklart, jedenfalls ist auch die hier er- 
haltene Kurve wieder ein weiterer Beweis, dal zwischen Casein und 
Milchsiure besondere Beziehungen bestehen. 

Ein ebenfalls eigenes Verhalten zeigt das Casein bzw. Paracasein zu 
Essigsiiure, das am besten durch die oben dargestellten Kurven veran- 
schaulicht wird. Die Essigsiiure ist auch die einzige Siure, die bei zu- 
nehmender Konzentration weniger Labcasein als Siurecasein aufnimmt. 

Im ganzen ist, wie aus den Ergebnissen der angestellten Versuche 
hervorgeht, im rein chemischen Verhalten kein besonderer Unterschied 
zwischen Saure- und Paracasein den verdiinnten Saéuren gegeniiber 
festzustellen. Dagegen diirfte es wohl nicht mehr zweifelhaft sein (und 
das war der eigentliche Zweck der Versuche), daB es sich beim Verhalten 
des Caseins bzw. Paracaseins zu verdiinnten Saiuren nicht um Ver- 
bindungen im eigentlichen Sinne, sondern lediglich um Adsorptions- 
erscheinungen handelt. 

Zusammenfassung. 

1. Die bisherigen analytischen Untersuchungen ergaben hinsicht- 
lich der Zusammensetzung einen nur geringen Unterschied zwischen 
Saure- und Labcasein. Dagegen zeigen die Erfahrungen der Technik, 
daB das Saiurecasein ganz bedeutend reaktionsfahiger ist wie das Lab- 
casein, so daB aus diesem Grunde auf einen wesentlichen Unterschied 
zwischen den beiden Kérpern geschlossen werden mub, der durch die 
Spaltungstheorie Ham marstens nicht geniigend erklart erscheint. 

2. bei der Darstellung eines reinen, aschefreien Caseins aus der 
Milch ist von ausschlaggebender Bedeutung : 
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a) eine moglichst rasche Arbeitsweise, damit der empfindliche Eiweib- 
kérper nicht zu lange mit Wasser in Beriihrung ist und 

b) eine peinliche Vermeidung von hohen Temperaturen sowohl beim 
Waschen wie beim Trocknen des Caseins. 

3. Der mittlere Stickstoffgehalt des nach dem eigenen Verfahren 
dargestellten Saurecaseins betriigt 15,5°(, N, woraus sich der Stickstoff- 
faktor zu 100 : 15,5 = 6,45 berechnet. 

Das Paracasein enthielt bei einer im Prinzip gleichen Darstellungs- 
weise 15,64°, N. Diesem Wert entspricht als N-Faktor 6,39. 

4. Es wurde das Aquivalentsgewicht des Siurecaseins und Para- 
caseins als Saure bestimmt gegen "/,,-NaOQH, KOH, NH,(OH), Ca(OH),, 
Sr(OH), und Ba(OH), und zwar je 1 g Casein bzw. Paracasein bis zur 
Neutralisation gegen Phenolphthalein im Mittel 8,74ccm der Base, 
woraus sich das Aquivalentgewicht des Caseins und Paracaseins als 
Sauren zu 1145 berechnet. 

5. Es wurden die Beziehungen des Siurecaseins und Paracaseins 
zu den Hydroxyden der Erdalkalien untersucht durch Beobachtung der 
Reaktionsisothermen zwischen konstanten Mengen Saurecasein bzw. 
Paracasein und wechselnden Mengen der jeweiligen Lauge. Die er- 
haltenen Werte zeigen, daf Siurecasein und Paracasein mit den Erd- 
alkalien im Sinne des Henryschen Gesetzes reagieren. 

Die im bisherigen Schrifttum angefiihrten, auf praparativem Wege 
gewonnenen Caseinerdalkaliverbindungen mit ansteigendem variablen 
Erdalkalioxydgehalt sind aller Wahrscheinlichkeit nach keine wahren 
Verbindungen, die der chemischen Statik geniigen, sie erscheinen viel 
mehr als Bindungen im Sinne des Henryschen Gesetzes (Lésungen) 
und ordnen sich zwanglos diesem unter. Die friiher beschriebenen Ver- 
bindungen, wie z. B. die sogenannten Calciumeaseinate mit 0,3 — 0,62 
— 0,8 — 1,2 — 1,5 — 1,9 — 2,38 — 2,5 —2,9% Gehalt an CaO liegen 
bei Beriicksichtigung der mit deren Beobachtung zusammenhangenden 
Fehlerméglichkeiten im Bereiche der Henryschen Lésungsformel. 

6. Die Messungen der Reaktionsisothermen zwischen konstanten 
Mengen Saurecasein bzw. Paracasein und wechselnden Mengen von 
verdiinnten Saiuren (Salz-, Schwefel-, Milch- und Essigsiure) ergaben 
folgende Resultate : 

a) Die gebildeten Acidcaseine bzw. Paracaseine kommen durch 
Adsorption zustande, 

b) die Aufnahmefahigkeit der beiden EiweiBk6rper ist am gréBten 
bei Salzsiure, dann folgen Schwefel-, Milch- und schlieBlich Essigsaure, 

c) Paracasein vermag fast durchweg mehr Saure aufzunehmen als 
Casein. 
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Uber den Verlauf 
der alkoholisechen Girung in Gegenwart von Harnstoff. 


V on 
Marta Sandberg. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir experimentelle 
Therapie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 31, Oktober 1921.) 


Unter dem EinfluB alkalisch reagierender Stoffe!) anorganischer und 
organischer Natur laBt sich eine Abanderung des Giarungsverlaufs er- 
zielen, die C. Neuberg und J. Hirsch?) als dritte Vergarungsform 
bezeichnet haben. Aus den Angaben der erwahnten Autoren sowie aus 
weiteren Befunden von C. Neuberg und W. Ursum!’) hat sich ergeben, 
da in Anwesenheit der genannten Substanzen die gew6éhnliche alkoho- 
lische Zuckerspaltung eine Wandelung in dem Sinne erfaihrt, da die 
Mengen von Weingeist und Kohlendioxyd sich verringern und an ihrer 
Stelle sich andere Spaltungsprodukte, Glycerin und Essigsiure, bilden. 

Die Gleichung fiir die Umsetzung des Zuckers nach der 3. Ver- 
yirungsform lautet: 

2 CgH,20, + H,O = CH, - COOH + C,H;OH + 2 C3H,O, + 2 CO,. 

Acetaldehyd tritt bei der 3. Vergirungsform voriibergehend 
zwar in gesteigertem Umfange auf, zum Schlusse aber sind nur Spuren 
vorhanden. Dagegen verdanken die Essigsiure und der Athylalkohol 
ihre Entstehung einer Dismutation des Acetaldeh yds, wahrend im 
Glycerin das Produkt des reduktiven Ausgleichs vorliegt. 

In den letzten Jahren hat man nun mehrfach vorgeschlagen, Hefe 
auf Harnstoff enthaltenden Flissigkeiten zu_ ziichten. 
Solche Versuche mit unzersetzten reinen Harnstofflésungen hat jiingst 
P. Thomas‘) wiederum beschrieben; er hat betont, daB der Hefe voll- 
kommen das Ureaseferment fehlt, da bei unvorsichtiger Sterilisierung 
der Lésungen Harnstoff auf rein chemischem Wege zu Ammonium- 
carbonat hydrolysiert wird und da® aber auch dariiber hinaus unter 


1) C. Neuberg und E. Farber, diese Zeitschr. 78, 238. 1916. 

*) C. Neuberg und J. Hirsch, diese Zeitschr. 96, 175: 100, 304. 1919. 
5) C. Neuberg und W. Ursum, diese Zeitschr. 110, 193. 1920. 

‘) P. Thomas, Ann. de l’inst. Pasteur 33, 777. 1919. 
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M. Sandberg: Verlauf der alkohol. Giirung in Gegenwart von Harnstoff. a7 


giinstigen Bedingungen in geringem Umfange das Carbamid von der 
Hefe verwertet werden kann. 

Da nun bei der Hefenerzeugung mittels Zuckerlésungen zugleich 
eine Alkoholproduktion stattfindet, schien es des Versuches wert, den 
KinfluB8 starkerer Harnstoffkonzentrationen auf den Giarverlauf zu 
untersuchen. Ich habe solche Ansiitze mit ober- wie mit untergiirigen 
Hefen (Verbandshefe, Senst-Hefe, Patzenhofer Hefe) angestellt. Als 
gleichmaBiges Resultat fand ich, daB auch die schwache Base 
Harnstoff vermindernd auf die Alkoholausbeute einwirkt. 
Wegen der an sich nicht betriachtlichen Ausschlige muBte ich darauf ver- 
zichten, das nur in mibigen Mengen zu erwartende Stoffpaar Essigsiure 
und Glycerin zu bestimmen. Obgleich sich bei der analytischen Ver- 
arbeitung der Ansiatze auf Sprit der Harnstoff zum Teil nachtraglich 
zersetzte und dann in Form von Ammoniak zuniichst mit dem Alkohol 
wanderte, ist beim eigentlichen Girakt praktisch kein Harnstoff ver- 
braucht worden. Dies stellte ich fest mittels des bekannten und zuver- 
lassigen Verfahrens von Moérner-Sjéquist!), das fiir Fliissigkeiten 
aihnlicher Zusammensetzung angegeben und vielfach mit bestem Er- 
folge verwendet worden ist. 

Die Versuche selbst gestalteten sich folgendermaben: 


Experimenteller Teil. 
1. Alkoholbestimmungen. 


A. Versuch mit Patzenhofer Hefe. 


Ansatz I und IT: Kontrollansatz I und II: 
50 g Rohrzaucker (= 52,63 g 50 g Rohrzucker, 
Hexosen), 125 g Hefe. 


125 g Hefe, 
20 g Harnstoff. 
Volumen: 1020 ccm. Volumen: 1020 cem. 

Das gesamte unfiltrierte Gargut wurde zur Alkoholbestimmung an- 
reichernd destilliert, dabei einmal iiber H,SO, zur Entfernung des 
sekundar abgespaltenen Ammoniaks: erhalten wurden schlieBlich 
100,0 cem Enddestillat. 


Ergebnisse. 
Ansatz I: Ansatz II; 
24,06 g Alkohol in 100,0 cem 24,09 g Alkohol in 100,0 com 
Enddestillat 

45,72%, Alkohol. == 45,77°/, Alkohol. 
Kontrollansatz I: Kontrollansatz IT: 

26,07 g Alkohol in 100,0 com 26,14 g Alkohol in 100,0 cem 
49,53 g %, Alkohol. 49,67°,, Alkohol. 


Alkoholdifferenz = 3,869, im Durchschnitt. 
1) K. A. H. Mérner und J. Sjéquist, Skand. Arch. f. Physiol. 2, 438. 1890. 
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78 M. Sandberg: 


3. Versuch mit Verbandshefe. 


Ansatz I und II: Kontrollansatz | und II: 
50 g Saccharose, 50 g Saccharose, 
100 g Hefe, 100 g Hefe. 
20 g Harnstoff. 
Volumen: 1000 cem. Volumen: 1000 ccm. 
Ergebnisse. 
Ansatz I: Ansatz II: 
24,46 g Alkohol in 100,0 cem 24,56 g Alkohol in 100,0 com 
46,48°%, Alkohol. = 46,67%, Alkohol. 
Kontrollansatz I: Kontrollansatz II: 
26,26 g Alkohol in 100,0 cem 26,20 g Alkohol in 100,0 cem 
== 49,90, Alkohol. == 49,78% Alkohol. 


Alkoholdifferenz = 3,27% im Durchschnitt. 


C. Versuch!) mit Sensthefe, 


Ansatz I und II; Kontrollansatz I und II: 
100 g Rohrzucker, 100 g Rohrzucker, 
150 g¢ Hefe, 150 g Hefe. 
40 g Harnstoff. 
Volumen: 1020 ccm. Volumen: 1020 ccm. 
Ergebnisse. 
Ansatz I: Ansatz II: 
46,49 g Alkohol in 100,0 cem 46,37 g Alkohol in 100,0 cem 
Enddestillat Enddestillat 
44,179, Alkohol. == 44,05% Alkohol. 
Kontrollansatz I: Kontrollansatz II: 
50,71 g Alkohol in 100,0 cem 50,84 g Alkohol in 100,0 cem 
Enddestillat Enddestillat 
= 48,18% Alkohol. == 48,30 % Alkohol. 


Alkoholdifferenz = 4,13% im Durchschnitt. 


Die einzelnen Versuche zeigten bei verschiedenen Hefen konstant 
eine, wenn auch geringe, Verminderung des Alkoholgehalts, sobald 
vor der Vergirung Harnstoff zugesetzt worden war. Die Zugabe belief 
sich unter den gewihlten Bedingungen auf 40 g Harnstoff pro 100 g 
Rohrzucker. 


Um zu ermitteln, ob der Harnstoff bei der Garung erhalten blieb, 
wurden Harnstoffbestimmungen nach Moérner -Sjéquist?) vor und 
nach der Vergirung ausgefiihrt. 


1) Hiervon wurden 20,0 ccm zur Harnstoffbestimmung nach Mérner - 
Sjéquist (s. 8.77) abgenommen; sie sind bei der Alkoholbestimmung in Rech- 
nung gesetzt. 

2) Mérner - Sjéquist, Ausfiihrungsform nach Neuberg, Der Harn. 8, 639. 
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II, Harnstoffbestimmungen. 


Den zu einem Volumen von 1000 bzw. 1020 ccm aufgefiillten Gar- 
ansitzen wurden sofort nach dem Zusammengeben der Bestandteile 
20,0 com entnommen und filtriert. 5,0 cem klaren Filtrats wurden dann 
in bekannter Weise verarbeitet. 

Tatsichlich angewendete Harnstoffmenge: 

1020 cem enthielten urspriinglich 40 g Harnstoff, 
‘2 - te 0,196 g ,, 

Wiedergefunden z. B. bei Ansatz I: 

aus der ermittelten Menge von 6,5 cem n-NH, pro 5,0 cem ein 
Harnstoffgehalt von 0,195 g in 5,0 cem Fliissigkeit vor Beginn der 
Zuckerspaltung. 

Nach der Girung betrug bei Ansatz I das Volumen 945 ccm. 
Berechnete Harnstoffmenge = 0,212 g pro 5,0 em; gefundene 
Harnstoffmenge entsprechend 7,3 cem n-NH, = 0,219 g Harnstoff. 

Nach der Girung machte bei einem anderen Ansatz das Volumen 
975 cm aus. 

Berechnete Harnstoffmenge = 0,205 g: gefundene Harn- 
stoffmenge, entsprechend 7,0 cem n-NH, = 0,210 g Carbamid in 
5,0 eem. 

Der Harnstoff wurde bei obigen Girungen also nicht verbraucht. 
(Die scheinbare Zunahme an Harnstoff, die auBerst minimal ist, mub 
auf unvermeidliche Versuchsfehler, insbesondere auf Ungenauigkeiten 
der Volumenbestimmungen, zuriickgefiihrt werden.) 
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Uber kiinstliche Zymogene. 


Il. Mitteilung. 


Von 
Martin Jacoby. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in Berlin.) 


(Eingegangen am 17. November 1921.) 


In der vorigen Mitteilung') habe ich fiir die von mir und meinen 
Mitarbeitern seit Jahren studierten, reaktivierbaren Metallverbindungen?) 
der Fermente die Bezeichnung ,,kiinstliche Zy mogene* eingefihrt. 
Die Brauchbarkeit dieser Bezeichnung ist ohne weiteres einleuchtend. 
Ganz wie bei den natiirlichen Zymogenen kénnen wir auch bei den 
kiinstlichen Zymogenen durch sehr schonende Eingriffe die inaktiven 
Fermentformen aktivieren, wobei noch ein Vorzug darin zu erblicken 
ist, daB der Vorgang ein sehr durchsichtiger ist. Neuerdings haben 
Euler und Svanberg?) eine Reihe von Arbeiten veréffentlicht, deren 
wertvolle Ergebnisse sich in erfreulicher Weise unseren Befunden und 
Anschauungen anschlieBen. Nur sprechen die Autoren anstatt von 
Reaktivierung von Regeneration der Fermente. Ich méchte an dem 
Begriff der kiinstlichen Zymogene festhalten und auch dafiir eintreten, 
die Bezeichnung ,,Reaktivierung’’ beizubehalten. Denn so erganzen 
sich die experimentell zusammengehérenden Vorgiinge der Inaktivierung 
und Reaktivierung auch sprachlich. Es liegt um so weniger AnlaB vor, 
von der eingefiihrten Bezeichnung abzugehen, als der Ausdruck ,,Re- 
generation’ schon anderweitig vergeben ist. Regeneration umgrenzt 
einen biologischen Begriff, waihrend die Reaktivierung eine rein chemische 
Kinwirkung ist. 

Aus den Versuchen der ersten Mitteilung war zu schlieBen, daB die 
Fermentlésungen mit dem Nickel Verbindungen eingehen. Wahrschein- 
lich war das schon auf Grund meiner friiheren Versuche. Bewiesen 
wurde es dadurch, da das Ferment auch bei der Dialyse inaktiv blieb. 
Es schien aber wiinschenswert, den Nachweis zu erbringen, dai das 
Nickel in die Fermentlésungen iibertritt. Das gelingt mit der 


1) Diese Zeitschr. 104, 316. 1921. 
2) Diese Zeitschr. 17 (1909) und 76 (1916). 
3) Ak. Kemi 7, Nr. 27, S. 1 u. Fermentforschr. 3 u. 4. 1920. 
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M. Jacoby: Kiinstliche Zymogene. II. 8] 


Tschugaeffschen Probe, die durch ihre grobe Feinheit schon den 
Nachweis auBberordentlich winziger Nickelspuren mit Sicherheit ge- 
stattet. So ist Nickel einwandfrei in einer Verdiinnung 1 : 400 000 
feststellbar. Ohne weiteres kann man sich von der Richtigkeit der 
Tschugaeffschen Angabe tiberzeugen, daB auch noch diinnere Nickel 
lésungen eine positive Reaktion geben. 

Die Versuche wurden mit demselben gut wirksamen Ureasepriiparat 
ausgefiihrt, das auch bei den Versuchen der ersten Mitteilung benutzt 
worden war. 

1 g Nickelpulver wird mit 47 cem einer 0,3 proz. Ureaselésung unter 
Zusatz von 0,5cem Toluol gemischt. 

2g Nickelpulver werden mit 100 ccm dest. Wasser und 0,5 cem 
Toluol gemischt. 

Die Gemische bleiben 24 Stunden im Eisschrank. Wahrend dieser Zeit werden 
sie mehrfach durchgeriihrt. Dann werden sie eine Viertelstunde auf der elektrischen 
Zentrifuge zentrifugiert und je zweimal durch Papier filtriert. Man erhalt voll- 
kommen klare Filtrate. Die Proben werden so eingestellt, daB zu je 2 cem der zu 
untersuchenden Lésung 0,5 cem Ammoniak und eine kleine Menge Dimethyl- 
glyoxims (Dioxims) in Substanz zugefiigt wird. Besondere Kontrollen zeigen, daB 
der Nachweis des Nickels durch die Zusammensetzung der Fermentlésungen in 
keiner Weise beeintrachtigt wird. 

Bei der Fermentlésung liegt bei einer Verdiinnung von | : 2,5 die 
Grenze der maximalen Reaktion, beim Wasser mu die Fliissigkeit auf 
das 7,5fache eingeengt werden, um eine maximale Reaktion zu er- 
reichen. Danach war in der Fermentlésung etwa 19mal mehr Nickel 
gelést als im Wasser. Wenn wir die deutliche Grenze der Reaktion 
mit 1 : 400000 bewerten und diese von Tschugaeff angegebene 
Grenze hat sich auch mir bewahrt —,so war in der Fermentlésung etwa 
0,006 mg, im Wasser 0,0003 mg Nickel pro Kubikzentimeter gelost. 

Wenn man die Fermentlésung aufkocht und nach dem Abkiihlen 
auf Nickel bringt, so nimmt sie, obwohl sie nunmehr in bezug auf 
Fermentwirkung inaktiv ist, ungefiihr ebensoviel Nickel auf wie die 
aktiven Lésungen. Wie zu erwarten war, hat also die Fahigkeit, Nickel 
zu binden, mit der Aktivitat des Fermentes nichts zu tun. Ebensowenig 
kann aus der geringen Menge des Nickels, die durch die Fermentlésung 
gebunden wird, gefolgert werden, daB das Metall durch keine anderen 
Bestandteile der Lésung als das Ferment gebunden wird. Die Lésungen 
enthalten nur etwa 0,2 mg EiweiB im Kubikzentimeter, so daB also das 
gebundene Nickel durchaus auch vom Eiweif mit Beschlag belegt sein 
kénnte. Alles das ist aber natiirlich ‘kein Widerspruch zu der Fest- 
stellung, daB8 durch die Bindung des Nickels an das Ferment die Aktivi- 
tit des Fermentes aufgehoben wird. 

Betrachtet man die GréBenordnungen der wirksamen Nickelmengen, 
so erkennt man, daB sie befriedigend mit denen iibereinstimmen, die 
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ich vor Jahren fiir Sublimat ermittelt hatte. Ebensolche Sublimatwerte 
haben, in Ubereinstimmung mit meinen und Hatas Beobachtungen an 
anderen Fermenten, Euler und Svanberg fiir die Saccharase der Hefe 
gefunden. Diese Ubereinstimmung ist besonders erfreulich. Denn beim 
Nickel sind wir zu Zahlenangaben mehr indirekt gekommen und trotz- 
dem erhailt man ganz ungezwungen hinreichende Ubereinstimmung mit 
den Sublimatwerten. Das spricht dafiir, daB aus der GréBe 10 °¢g 
aufeine bestimmteSubstanzmenge, welche mit den Ferment - 
giften in Beziehung tritt, geschlossen werden kann. 

Als ich vor 5 Jahren meine ersten Nickelinaktivierungsversuche 
anstellte, gelang es nach einigen Vorversuchen ziemlich optimale Be- 
dingungen aufzufinden. Allmihlich stellten sich aber zwischen einzelnen 
Versuchsgruppen quantitative Verschiedenheiten heraus, die es fiir dic 
weitere Klairung wiinschenswert erscheinen lieben, den zeitlichen Ver- 
lauf der Nickelinaktivierung im einzelnen zu studieren. 

Es wurde untersucht, welchen Unterschied es macht, wenn dic 
Fermentlésungen verschieden lange Zeit mit dem Nickelpulver zu- 
sammenbleiben, ferner inwiefern es die Wirksamkeit verindert, wie 
lange die von dem ungelésten Nickelpulver abgetrennte Nickel-Ferment- 
verbindung in geléstem Zustande aufbewahrt worden ist. Zunichst 
werde ich die Protokolle wiedergeben, um dann die Versuche im Zu- 
sammenhange zu besprechen. 

Alle Versuche dieser Gruppe wurden mit demselben Ureasepriparat 
angestellt. 

I. 

47 ccm Ureaselésung (0,3°,) wird auf 1 g Nickeloxydul gegossen. Nach 
1 Stunde wird das Gemisch 30 Minuten auf der elektrischen Zentrifuge zun Ab- 
sitzen gebracht und die obenstehende Fliissigkeit zweimal durch ein doppeltes 
Filter gegossen. Man erhalt 42 ccm Filtrat, dem 0,5 ccm Toluol zugesetzt wird. 
Die Lésung wird auf Eis aufbewahrt und nach bestimmten Zeitabstanden damit 
Versuche angesetzt. Fiir jeden Versuch werden gemischt -je 10 ccm der Ferment- 
lésung mit 0,5 ccm Olivenél, um das Schiumen bei der Destillation zu vermeiden, 
0,5 ccm Toluol und 20 cem Harnstofflésung (2). Die Proben bleiben stets genau 
24 Stunden im Brutschrank. Der Ammoniak wird, wie in den friiheren Arbeiten, 
mit Dampf destilliert. 

Nach der ,Trennung vom Nickeloxydul war die Fermentlésung vor 
der Versuchsansetzung aufbewahrt worden: 


55’ und ergab bei der Destillation 36,9 


21" 20’ ,, pa ope 99 47,8 

24" 50’, bits gee 299 a 48,6 

45" 45’, i ih ek th ‘ 33,1 
I. 


95 cem (0,3%) Ureaselésung wird zu 2 g Nickeloxydul in Substanz zugesetzt, 
ferner 0,5 cem Toluol. Das Pulver wird mehrmals aufgeriihrt. Bereits nach 13 Mi- 
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nuten wird zentrifugiert. Nach 30 Minuten ist das Zentrifugieren und zweimaliges 
Filtrieren beendet. Die Fliissigkeit ist noch stark opak, nach 24 Stunden hat sich 
ein kleiner Bodensatz abgesetzt. Eine zweite Portion von 95 ccm Ureaselésung 
verbleibt 24 Stunden auf 2 g Nickeloxydul. 

Verarbeitet werden immer je 10 com der Fermentlésungen. Immer wird je 
eine Probe mit 2cem Cyankalium (1°/))) und eine andere Probe mit 2cem Wasse1 
angesetzt. 








Clseieiishs 13: Minuten 24 Stunden 
nach Abgub auf Nickeloxydul 
von Nickel- ohne mit ohne mit 
oxydul Cyankalium Cyankalium  Cyankalium  Cyankalium 
20’ 67,1 106,3 23,3 99,5 
34 20° 59,6 109,1 25,8 102.9 
23 25’ 57,9 100,2 30,3 99,8 
47" 30° 74,7 103.8 22,4 98.5 
LI. 


Versuchsanordnung wie bei Il. Es wurde ein anderes Nickeloxydul- 
praparat verwandt. Die Fermentlésungen waren nach der Trennung 
vom tiberschiissigen Nickel stark opak. 








Uatetenehit 15 Minuten wiles d 24 Stunden 
nach AbguB auf Nickeloxydul 
von Nickel- ohne mit <* ohne mit 
ayes Cyankalium Cyankalium  Cyankalium Cyankalium 
30’ 101,2 106,6 40,2 102,1 
34 30’ 97,8 107,2 42,5 94,2 
23h 30’ 98,6 103,0 50,0 88,3 
47 25’ 83,8 90,7 41,0 100,1 
LV. 


Bei diesem Versuche wurde eine 0,15 proz. Ureaselésung und anstatt 
Nickeloxydul Nickelpulver angewandt. Man erhilt hier vdéllig klare 
Filtrate. Es werden 5 Portionen angesetzt, indem immer auf je 1 g 
Nickelpulver 50 cem Fermentlésung gebracht werden. 

Ohne“ bedeutet ohne Cyankalium, ,,mit mit Cyankalium. 


Auf Nickelpulver 





Nach 10 1b 3h 25" 10’ 47" 10’ 
AbguB ohne mit ohne mit ohne mit ohne mit ohne mit 
50’ 42.7 63,9 364 69,3 10,5 65,6 63 67,4 £468 67,1 
24h 27,0 65,0 23.2 65,1 13,6 62,7 6,0 64,7 7.0 65,5 


Die Fermentlésung allein ergab: 


ohne Cyankalium mit Cyankalium 
Bei Beginn des Versuches ... . 68,1 72.7 
Am SchluB des Versuches ... . 50,4 = 
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v. 
Anordnung wie bei IV. 
3 Stunden 7 Tage 
ohne mit ohne mit 
45’ 18,0 68,4 2,7 63,0 
7 Tage 31 10.8 22 40,0 
Die Fermentlésung allein 
ohne Cyankalium mit Cyankalium 
Bei Beginn des Versuches ... . 65,6 70,4 
ee By Oot a re, Pere 54,7 57,6 


Bevor wir die einzelnen Protokolle kritisch sichten, miissen wir 
verschiedenes zur Erlauterung vorausschicken. Durch die Behandlung 
der Fermentlésungen mit Nickel geht ihre Wirksamkeit um einen be- 
stimmten Anteil zuriick. Nach unserer aus den friiheren Beobach- 
tungen stammenden Kenntnis entspricht dieser Abfall der Umbildung 
aktiven Fermentes in kiinstliches Zymogen. Wenn also im ersten Ver- 
suche im Laufe der Zeit das aktive Ferment zunichst zunimmt, so 
geschieht das auf Kosten des Zymogens, d. h. es bildet sich Zymogen 
in Ferment um. Klarer iibersehbar sind die Verhiltnisse bei Versuch I]. 
Hier haben wir die Cyankaliumzahlen, welche die Gesamtheit des 
aktiven Fermentes und des kiinstlichen Zymogens zusammenfassen, 
daneben die ,,ohne Cyankalium‘’-Werte, welche das aktive Ferment 
darstellen. Die Differenz ergibt dann das Zymogen. Umgerechnet 
erhalten wir dann folgende Werte. 


13 Minuten 24 Stunden 





Nach 


AbguB auf Nickeloxydul 





Ferment %  Zymogen % _ Ferment % jZymogen % 
ae is 39,2 36,9 23,3 23,4 76,2 76,6 
3920’ 59,6 54,6 49,5 45,4 25,8 25,1 77,1 74,9 
235 25’ «57,9 ~—*87,8 42,3 42,2 30,3 30,4 69,5 69,6 
47% 30’ 74,7 72,0 29,1 28,0 22,4 22,7 76,1 77,3 


Dieselbe Versuchsanordnung gilt auch fiir Versuch III. Die ab- 
soluten Zahlenunterschiede erkliren sich dadurch, daB das betreffende 
Nickelpriparat weniger wirksam war. Die kleineren Zahlen von Ver- 
such IV und V kommen dadurch zustande, daB die Fermentlésungen 
hier um die Halfte schwicher benutzt wurden. 

Was lehren nun die einzelnen Versuche? Versuch I zeigt, daB in 
dem Gemisch aktives Ferment-Zymogen innerhalb 24 Stunden das 
Verhiltnis sich zunichst in dem Sinne verschiebt, da das aktive Fer- 
ment zunimmt, also das Zymogen abnimmt. Ob die nach 45 Stunden 
beobachtete Abnahme des aktiven Fermentes noch als Zunahme des 
Zymogens gedeutet werden kann, kann auf Grund dieses Versuches 
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noch nicht entschieden werden. Denn es liegen hier keine Zahlen fiir 
die Summe der beiden Faktoren vor. Es besteht daher die Méglichkeit, 
daB eine Abnahme beider Fermentformen eingetreten ist. 

Bei Versuch II tritt bei der Fermentlésung, die nur kurz mit Nickel 
zusammen war, zundchst noch eine erhebliche Abnahme des Fermentes 
ein, Hier kénnen wir mit Sicherheit behaupten, daB diese Abnahme 
auf einer Zunahme des Zymogens beruht. Denn die Bestimmungen 
der Summe beider Fermentformen lehren, dab eine parallele Ab- 
schwachung nicht eintritt. Nach 47 Stunden ist dann eine unverkenn- 
bare Zunahme des aktiven Fermentes auf Kosten des Zymogens fest- 
zustellen. Bei denjenigen Versuchsanteilen des Versuchs II, bei denen 
die Fermentlésung 24 Stunden mit dem Nickel zusammen war, sind die 
absoluten Werte, wie nach meinen friiheren Beobachtungen zu er- 
warten war, kleiner, weil in der laingeren Zeit die Zymogenbildung 
weiter vorgeschritten war. Aber auch hier sehen wir Schwankungen 
im Verhaltnis beider Fermentformen, die auBerhalb der Fehlergrenzen 
der Methodik liegen: Nach 23 Stunden ein Anwachsen des aktiven 
Fermentes, nach 47 Stunden wieder eine Abnahme. 

Bei Versuch I[] kam ein sehr wenig wirksames Nickelpriparat zur 
Verwendung. Infolgedessen ist aus dem Teil des Versuches, der sich 
auf die Einwirkung von 15 Minuten bezieht, nur das eine zu entnehmen, 
daB nach 47 Stunden beide Fermentformen deutlich abgenommen haben. 
Dagegen ist das Ergebnis bei dem 24-Stunden-Versuch sehr bemerkens- 
wert. Hier wurde nach 23 Stunden eine Zunahme des aktiven Fermentes 
beobachtet, wobei die Summe beider Fermentformen eine Abnahme 
zeigte. Das bedeutet also eine spontane Umwandlung von Zymogen in 
aktives Ferment. Nach 47 Stunden hat die Summe aber wieder zu- 
genommen, Man mub also annehmen, dab Zymogen, das voriibergehend 
nicht reaktivierbar war, die Reaktivierbarkeit wiedergewonnen hat, 
wobei gleichzeitig aktives Ferment in die Zymogenform iibergegangen 
ist. Man wird das beobachtete Phinomen wohl so deuten miissen, dal 
das Zymogen voriibergehend, also zeitweise als irreversible Verbindung 
vorhanden war, da aber spiiter dieser Zustand wieder tiberwunden 
wird und die Verbindung wieder reversibel wird. 

Das groBe Zahlenmaterial von Versuch IV zeigt allerlei: Je 
langer die Fermentlésung mit dem Nickelpulver zusammen ist, um so 
mehr nimmt die Zymogenmenge auf Kosten des aktiven Fermentes 
zu. Ein kleiner Anteil aktiven Fermentes bleibt immer bestehen, 
wie wir das auch friiher stets beobachtet hatten. War die Ferment- 
lésung nur kurze Zeit (10 Minuten oder 1 Stunde) mit dem Pulver zu- 
sammen, so schreitet der ProzeB der Zymogenbildung in der Lésung 
noch fort. (Abnahme des aktiven Fermentes von 42,7 bis 27,0 und von 
36,4 bis 32,2). Beim 3-Stunden-Versuch sehen wir dann eine kleine Zu- 
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nahme des aktiven Fermentes von 10,5 auf 13,6. Die Kontrollversuche 
mit der Fermentlésung, die gar nicht mit Nickel behandelt war, ergeben. 
daB die Wirksamkeit des Fermentes ohne Nickelzusatz innerhalb der 
Versuchszeit bei sonst gleichen Versuchsbedingungen erheblich an 
Wirksamkeit abnimmt, wihrend die Vorbehandlung mit Nickel kon- 
servierend wirkt. Denn das Zymogen kann am Schlu®B der Versuchs- 
zeit noch durch Reaktivierung in aktives Ferment iiberfiihrt werden. 
wihrend das aktive Ferment dann dauernd an Wirksamkeit ein- 
gebiiBt hat. 

DaB der Normalversuch mit Cyankaliumzusatz einen etwas héheren 
Wert (72,7 gegen 68,1) als die Vergleichsprobe gibt, stimmt mit meinen 
zahlreichen, von Weichardt und Apitsch bestatigten, friiheren Be- 
obachtungen tiberein, nach denen Cyankalium eine konstante, kleine 
Zunahme der Fermentwirksamkeit bedingt. Das ist also nichts Neues. 
Aber da diese Beobachtung noch nicht sehr beachtet worden ist, so ist 
der Versuch doch nach dieser Richtung sehr demonstrabel. 

Versuch V ergiinzt die Ergebnisse der vorigen Versuche, indem er 
Erfahrungen bei zeitlich ausgedehnten Versuchsbedingungen darstellt. 
Die Fermentlésung, die nur 3 Stunden mit dem Nickelpulver zusammen 
war, nimmt in 7 Tagen in ihrem Gehalt an beiden Fermentformen ab. 
wihrend ein 7tagiges Zusammensein der Fermentlésung mit dem 
Nickelpulver sehr interessante Folgen hat. Einmal ist diese lange Be- 
riihrung mit dem Nickelpulver sehr wirksam in bezug auf Umwandlung 
von aktivem Ferment in Zymogen — das aktive Ferment sinkt auf 2,7 
herab. Dabei hat aber diese Form der Nickelbehandlung in Bestiatigung 
der Ergebnisse, die schon in friitheren Versuchen angedeutet waren. 
eine direkt konservierende EKinwirkung auf das in der Zymogenform 
schlummernde Ferment. Denn nach 7 Tagen Einwirkung betragt die 
Summe beider Fermentformen immer noch 63,0. Nach weiteren 7 Tagen, 
in denen die Fermentlésung vom Nickel wieder getrennt war, wurde 
nach insgesamt 14 Tagen immer noch der Wert 40 ermittelt, wihrend 
bei dem 3-Stunden-Versuch, bei dem also die Gesamtversuchszeit nur 
7 Tage ausmachte, die Summe der Fermentformen auf 10,8 herunter- 
ging. 

Die ganz ohne Nickelzusatz im Eisschrank aufbewahrte Lésung hatte 
nach 7 Tagen von 65,6 auf 54,7 abgenommen. Auch hier erkennt man 
sowohl bei der frischen wie bei der alten Lésung die verstarkende 
Wirkung des Cyankaliumzusatzes. 

Es gilt nunmehr, Ordnung in die beobachteten Phanomene zu bringen 
und das Wesentliche herauszuschilen. Zwei Gruppen von Beobachtungen 
lassen sich auseinanderhalten: Einmal Fermentumwandlungen, die ein- 

treten, wihrend das Ferment noch auf dem ungelésten Nickel sich 
befindet, sodann die Umwandlungen, welche in den klaren Lésungen 
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vor sich gehen. Was den ersten Punkt angeht, so ist unverkennbar, 
daB mit der Zeitdauer des Zusammenseins der Fermentlésung mit dem 
Nickelpulver die Wirksamkeit der Fermentlésungen sich in der Rich- 
tung andert, daB das aktive Ferment ab- und das Zymogen zunimmt. 
Diese Umwandlung geht aber nur bis zu einem Maximum vor sich, 
das allerdings bei giinstigsten Versuchsbedingungen eine fast  voll- 
standige Umwandlung bedeutet. So sehen wir, daB bei der langen Ein- 
wirkung im Versuch V das aktive Ferment fast vollstandig in Zymogen 
umgewandelt worden ist. Niemals haben wir unter diesen Versuchs- 
bedingungen, also bei langer EKinwirkung des Nickelpulvers eine Riick- 
wandlung beobachtet, niemals hat iiber dem ungelésten Nickelpulver 
die Menge des aktiven Fermentes wieder zugenommen. Das ist eine sehr 
wichtige Feststellung, weil sie fiir die Befunde mit klaren Ferment- 
lésungen eine Art Kontrollversuch ist. Denn hier finden wir ganz 
andere Beziehungen. Hier sind Umwandlungen nach beiden Rich- 
tungen zu beobachten: Einmal gehen auch in der Lésung die Ver- 
festigungen ihren Weg weiter, d.h. auch in klaren Lésungen sehen wir 
das aktive Ferment noch abnehmen und das Zymogen zunehmen. 
Daneben aber treffen wir mehrfach das umgekehrte Phinomen an. An 
verschiedenen Versuchspunkten sehen wir und zwar auBerhalb jeder 
Moglichkeit eines Zufalles oder Versuchsfehlers eine deutliche Zunahme 
des aktiven Fermentes und eine Abnahme des Zymogens. Ich verweise 
zuniichst auf die Zahlen im Versuch 1. Beweisender sind wegen der 
ganzen Anordnung die Zahlen von Versuch II und des zweiten Teiles 
von Versuch III. Scheinbar unbedeutend, aber bei kritischer Betrach- 
tung doch sehr wesentlich ist die Ausbeute bei Versuch IV. Bei dem 
10 Minuten- und 1-Stunde- Versuch sieht man von 50 Minuten zu 24 Stun- 
den noch eine erhebliche Abnahme des aktiven Fermentes in der Fer- 
mentlésung, bei den beiden SchluBstiben (25 Stunden, 10 Minuten und 
47 Stunden 10 Minuten) ist das aktive Ferment schon im ersten Stadium 
sehr reduziert und nimmt mit der weiteren Entwicklung nicht spontan 
zu. Dazwischen aber im 3-Stunden- Versuch sehen wir eine Zunahme des 
aktiven Fermentes von 10,5 auf 13,6. 

Diese Resultate der spontanen Riickbildung aktiver Fermente sind 
zu den Ergebnissen in Parallele zu setzen, welche Euler und Svanberg 
bei Einwirkung von Metallsalzen auf die Saccharase erzielt haben. 


Von gréBtem Interesse ist aber, da nach unseren neuesten Er- 
fahrungen zwischen aktivem Ferment und Zymogen Verschiebungen 
nach beiden Richtungen hin stattfinden kénnen. Das ist offenbar ein 
Teil der allgemeinen Erscheinung, daB die Umwandlung von Ferment 
in Zymogen ein reversibler Vorgang ist. 

Daneben sei aber, wenn auch nur vorliaufig, auf ein Phinomen 
hinge wiesen, das als ein Ergebnis von Versuch ITT schon erwaihnt wurde. 
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Dort muBten gewisse Befunde so gedeutet werden, als ob das Zymogen 
voriibergehend irreversibel ist. Damit soll die Beobachtung umschrieben 
werden, daB das Zymogen eine Zeitlang durch das Cyankalium nicht 
aktiviert werden kann, spiiter aber diese Reaktivierung wieder ein- 
treten kann. Im wesentlichen wird wohl allmiahlich die Metallverbin- 
dung in einen dauernd irreversiblen Zustand iibergehen. Aber vorher 
schon scheint es einen temporaren, tiberwindbaren, irreversiblen Zustand 
des Zymogens zu geben. 

Die friiher besprochene, konservierende Einwirkung des Nickels auf 
das Ferment ist nicht etwa banal so zu erkliren, daB das Metall nur 
einen Schutz gegen bakterielle Zersetzung gewahrt. Denn das ist in 
allen Vergleichslésungen durch Toluolzusitze gesichert. Aber offenbar 
ist die Zymogenform gegen sekundiire Umwandlungen widerstands- 
fihiger als das aktive Ferment. Das Vorhandensein eines groBen Uber- 
schusses ungelésten Nickels ist wohl die optimale Bedingung, welche 
sekundire Umwandlungen hemmt. 

Aus den Resultaten dieser Mitteilung sei folgendes noch einmal 
hervorgehoben : 

Mit Hilfe der sehr feinen Tschugaeffschen Nickelreaktion kann 
man auch chemisch in den Zymogenlésungen Nickel nachweisen. Die 
sehr kleinen Metallmengen, welche mit den Fermenten reagieren, stellen 
gesetzmaiBbige GréBen dar. 

Bei der Umwandlung von Ferment in Zymogen und Zymogen in 
Ferment muB man klar zwischen der Versuchsanordnung, bei der noch 
ungeléstes Metallpulver vorhanden ist, und den Versuchen mit klaren 
Lésungen unterscheiden. 

Ist noch Metallpulver vorhanden, so kommt es nie zur spontanen 
Reaktivierung. Bei klaren Fermentlésungen finden Umwandlungen 
nach beiden Richtungen statt, Ubergang von Ferment in Zymogen und 
von Zymogen in Ferment. 

Allmahlich werden die Zymogene dauernd irreversibel. Aber neben 
diesem Endzustand gibt es friiher auch temporiire, irreversible Zustiinde 
der Zymogene, bei denen die Aktivierung durch die iiblichen Mittel 
nicht gelingt. 
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Uber kiinstliche Zymogene. 
Ill. Mitteilung. 


Von 
Martin Jacoby und T. Shimizu. 


Uher die Einwirkung von dem Nickel nahestehenden Metallen auf die 
Sojaurease. 


Von 


T. Shimizu. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in Berlin.) 


(Eingegangen am 17. November 1921.) 


Um Naheres iiber die Reaktion zu erfahren, die zu einer Verbindung 
der Urease mit Nickel fiihrt, ist es zweckmabig, die Elemente, deren 
Ordnungszahl dem Nickel ahnlich ist, zum Vergleich heranzuziehen 
Wenn man dann erkennt, welche Eigenschaften der Elemente den 
Elementen gemeinsam sind, welche mit der Urease Verbindungen ein- 
gehen, werden sich von selbst Riickschliisse auf die Reaktionsfihigkeit 
der Elemente ergeben. 

Von diesem Gesichtspunkte aus haben wir folgende Metalle in bezuy 
auf ihre Einwirkung auf die Sojaurease verglichen. 


Ordnungszahl Element Atomgewicht 
26 Eisen 55,84 
27 Kobalt 58,97 
28 Nickel 58,68 
29 Kupfer 63,57 
30 Zink 65,37 


Alle Versuche wurden nach einem einheitlichtn Schema ausgefiihrt. Zu den 
Versuchen diente ein nach der Methode von Jacoby und Nugga dargestelltes 
Ureasetrockenpriparat, von dem immer eine 0,3 proz. Lésung angefertigt wurde. 
Die Lésung wurde zweimal filtriert und das opake Filtrat zum Versuch verwandt. 
Als Metalle wurden reine Kahlbaumsche Praparate in Pulverform verwandt. 
Nachdem die in den Protokollen angegebene Menge Fermentlésung und Metalle 
die Versuchszeit im Eisschrank gehalten war, wurde die Aufshwemmung 20 Mi 
nuten zentrifugiert und zweimal filtriert. Die Fermentpriifungen und Ammoniak 
bestimmungen wurden ganz so vorgenommen wie in allen Arbeiten des Labora 
toriums. Immer wurde 0,5 ccm Toluol als Antisepticum und 0.3 cem Olivend! 
vegen das Schaumen zugefiigt. 
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Wahrend neben Nickel auch Kobalt, Kupfer und Zink die Urease 
inaktivieren, inaktiviert Eisen die Urease gar nicht. wie folgende Ver- 
suche zeigen : 

Je 1 g Eisen wird mit 25 ccm Ureaselésung, eine Probe 20 Minuten, eine andere 
20 Stunden unter Zusatz von je 0,5 ccm Toluol im Eisschrank belassen. Dann 
wird zu 10 ccm der Lésung entweder 2cem Wasser oder 2 cem (0,1°,) Cyankalium- 
lésung getan und die Mischung mit 20 ccm Harnstofflésung (2°,) fiir 20 Stunden 
in den Brutschrank bei 37° gebracht. 

Einwirkung von Eisen auf Urease: 

Ohne Cyankalium Mit Cyankalium 
So Manwten © PS es a 75,5 90,5 
BU EO. iar ote eA 84,3 89,2 


Die Lésungen sind also nach der Metalleinwirkung gut wirksam. 
Kine Reaktivierung kommt daher nicht in Frage. Die héheren Zahlen 
bei den Cyankaliumversuchen sind nur das Ergebnis der von Jacoby 
beschriebenen Cyankaliumverstirkung. 

Wenn auch die iibrigen untersuchten Metalle die Urease inaktivieren, 
so ergeben sich doch Unterschiede, die im einzelnen besprochen werden 
miissen. Ein Versuch, bei dem-die vier wirksamen Metalle verglichen 
wurden, zeigt zunichst, da zwar alle vier Metalle inaktivieren, dab 
aber in der kurzen Zeit von 20 Minuten Einwirkung beim Nickel die 
EKinwirkung noch sehr schwach ist, was mit friiheren Erfahrungen 
Jacobys tbereinstimmt. 

Die Fermentlésung ist je 20 Minuten auf | g Metall. Zeit im Brut- 
schrank 2] Stunden. 


Metall Ohne Cyankalium = Mit Cyankalium 
Nickel 33,4 83,9 
Kobalt 1,0 65,9 
Kupfer 1,5 72,4 
Zink 1,3 52,5 


Bei Kobalt, Kupfer und Zink finden wir also bei der kurzen 
Metalleinwirkung von nur 20 Minuten das aktive Ferment fast 
vollkommen verschwunden und nur noch reaktivierbares Zymogen 
nachweisbar. 

Von Bedeutung ist die Frage, in welcher Zeit die Zymogene noch 
reaktivierbar sind. Wir verfiigen tiber Beobachtungen, nach denen die 
Kobaltverbindungen schneller irreversibel werden als die Nickelver- 
bindungen der Fermente. 

Metalleinwirkung 22 Stunden. Brutschrank 45 Stunden. Ferment- 
losung 9 cem. 


Metall Ohne Cyankalium Mit Cyankalium 
Nickel 9,3 86,4 


Kobalt 2,6 9,1 
; 80,9 89,9 
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Metalleinwirkung 20 Stunden. Brutschrank 20 Stunden. Ferment. 
losung 10cem, Reaktivierung durch 5cem Glykokoll (5%). 


Metall Ohne Glykokoll Mit Glykokoll 

Nickel verloren gegangen 70,8 

Kobalt 1,6 4,2 
61,8 81,8 


1g Kobalt -- 25 ccm Fermentlésung. Jede Probe 10 com. Brut- 
schrankzeit 20 Stunden. 


Kobalteinwirkung 


ee ne Ohne Cyankalium Mit Cyankalium 
20 3,6 46,7 
90 3,6 46,3 
150 2,4 42.4 


Derselbe Versuch, nur Reaktivierung mit Glykokoll. 


Kobalteinwirkung 


eines Ohne Glykokoll Mit Glykokoll 
20 3.6 103.8 
a) 2,8 96,4 
150 3,2 94,7 


Derselbe Versuch. 


20 . 114.1 
90 2,1 89,6 
150 2,6 735 


Derselbe Versuch. 
Kobalteinwirknug 


: hne Cyankali it Cy i 
he itenainns Ohne Cyankalium Mit Cyankalium 


1 3,5 55,6 
2 3,3 0,1 
20 2,3 40,5 


Beim Kobalt nimmt also mit der Dauer der Einwirkung die Menge 
des reaktivierbaren Zymogens sehr schnell ab im Gegensatz zu der aus 
Jacobys Arbeiten bekannten und auch hier wieder bestitigten, lange 
anhaltenden Reaktivierbarkeit des Nickelzymogens. Die Kobalt- 
Fermentverbindung wird anscheinend leichter irreversibel. Dal diese 
Verhiiltnisse aber nicht ganz einfach sind, werden wir noch sehen. 
Denn in einer der nachsten Arbeiten werden wir Bedingungen kennen 
lernen, unter denen auch noch nach langerer Einwirkung die Kobalt- 
Fermentverbindungen reaktivierbar sind. Ebenso wie die Nickelver- 
bindung wird auch die Kobaltverbindung der Urease ebenso gut durch 
Cyankalium wie durch Glykokoll reaktiviert. Auch hier erkennt man 
beim Glykokoll neben der Reaktivierung die besonders intensive Ver- 
stiirkung der Wirkung. 
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Uber die Menge des Kobalt, welche zur Inaktivierung notwendig ist. 
geben folgende Versuche Auskunft. 

Kinwirkung des Kobalts auf 25ccm. Versuch immer mit 10 cem 
Metalleinwirkung 1 Stunde, Brutschrank 20 Stunden. 


Menge des Kobalts Obne Cyankalium Mit Cyankalium 





0,2 g 5,8 64,1 
0,5 g 4,9 58,8 
1,0 3,3 52,2 


Derselbe Versuch mit Glykokoll. 
Menge des Kobalts Ohne Glykokoll Mit Glykokoll 


0,2 g 6,7 105,8 
0,5 g 4,9 103,6 
1,0¢ 2,8 94,2 


Mit der Menge des Kobalts nimmt also die Menge des aktiven Fer- 
mentes ab. Gleichzeitig vermindert sich auch die Menge des reaktivier- 
haren Zymogens. Die Verhiltnisse liegen in dieser Beziehung ahnlich 
wie beim Nickel. 

Besondere Versuche erméglichen es, sich ein Bild davon zu machen, 
welche Menge Cyankalium notwendig ist, um die Menge Kobalt, welche 
in die Fermentlésung in der gegebenen Versuchsanordnung iibertritt, 
vom Ferment zu trennen. 

In diesen Versuchen wurde je 25ccm Ureaselésung (0,3°,) mit 
1g Kobalt fiir eine Stunde zusammengebracht. Fiir jede Versuchs- 
probe wurden 10 cem verwandt. 

Gesamtflissigkeit 40 cem, Brutschrank 20 Stunden. 

Menge des Cyankaliums: 

0,2 mg 2,2 und 2,4 
1,0 mg 37,6 und 37,7 
2,0 mg 37,6 und 37,6 
Gesamtflissigkeit 32 cem, Brutschrank 19 Stunden. 
Menge des Cyankaliums: 
0,2 mg 3,1 
1,0 mg 50,1 
2,0 mg 48,9 

0,2 mg Cyankalium ist also vollkommen unzureichend, 1 mg Cyan- 
kalium geniigend, um die Kobalturease unter den gegebenen Bedingun- 
gen zu reaktivieren. 

Die Wirkung des Kupfers, die wir schon kennen gelernt haben, 
ergibt sich im einzelnen aus folgenden Versuchen : 

Kinwirkung von | g Kupfer auf 25 ecm Urease (0,3°%), Brutschrank : 
20 Stunden. 

Dauer der 


K rte Ohne Cyankalium Mit Cyankalium 
upfereinwirkung ; ; 

20 Minuten 3,1 84,5 

20 Stunden 1,7 32,3 
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Metalleinwirkung 20 Minuten auf je 25cem Urease, Brutschrank 


20 Stunden. 
Menge des Kupfers Ohne Cyankalium Mit Cyankalium 
1 g 18,3 94,2 
0,2 17,0 93,0 
0,5 ¢ 5,3 89,1 





Kinwirkung von 0,5 g Kupfer 20 Minuten auf 25 ccm Urease, Brut- 

schrank 20 Stunden. 
Ohne Glykokoll Mit Glykokoll 
2,3 64,8 

Es kommt also sehr schnell beim Kupfer zur Zymogenbildung, es 
hangt sehr von der Kupfermenge ab, ob die Zymogenbildung voll- 
stiindig wird. Bei langer Einwirkung des Kupfers nimmt die Reak- 
tivierbarkeit des Zymogens ab. 

Sehr stark ist die Wirkung des Zinks: Metalleinwirkung | Stunde 
auf je 25ccm Urease, Brutschrank 20 Stunden. 


Menge des Zinks 


0,2 g 2,7 
0,5 g 3,1 
1,0 ¢ 3.6 


Metalleinwirkung | Stunde auf je 50cem Urease, Brutschrank 
43 Stunden. 


Menge des Zinks Ohne Glykokoll Mit Glykokoll 
0,05 ¢ 6,2 128,5 
0,1 g 4,8 128,5 
0,2 g 3,9 128,4 


Metalleinwirkung 40 Minuten auf je 50 ccm Urease, Brutschrank 
19 Stunden. 


Menge des Zinks Ohne Cyankalium Mit Cyankalium 
0,05 g 10,7 91,8 
0,1 g 3,5 90,2 
0,2 g 2,2 83,0 


Einwirkung von 1g Zink 20 Stunden auf je 25cem Urease, Brut- 
schrank 20 Stunden. 
Ohne Glykokoll Mit Glykokoll Mit Cyankalium 
0,3 45,6 33,0 und 33,0 
Die Zinkwirkung auf die Urease ist also sehr intensiv. Zink wirkt 
schon in sehr kleinen Mengen und sehr schnell. Auch wenn Zink lingere 
Zeit auf die Urease eingewirkt hat, ist noch Reaktivierbarkeit er- 
kennbar. 
Die wichtigsten Ergebnisse dieser Mitteilung lassen sich etwa so 
zusammenfassen : 





Ce 


eiabnbbabtatsmdttcs “Ranqeta = 


pape ta 





etn 


¢ 





FREE 


i 
! 





44 M. Jacoby und T. Shimizu: Kiinstliche Zymogene. III. 


Im Gegensatz zum Nickel, Kobalt, Kupfer und Zink ist Eisen nicht 
imstande, die Urease zu inaktivieren. Beim Kobalt, Kupfer und Zink 
findet die Inaktivierung schneller statt als beim Nickel. 

Beim. Kobalt und Kupfer nimmt mit der Dauer der Einwirkung die 
Menge des reaktivierbaren Zymogens sehr schnell ab. 

Zink ist ganz besonders wirksam, schon sehr kleine Mengen in. 
aktivieren. 


Die Versuche geben eine neue Stiitze fiir die Ansicht Jacobys, 
daB die Eigenschaft der Metalle, mit Cyankalium oder Aminosiuren 
komplexe Verbindungen zu bilden, die Voraussetzung dafiir ist, daB sic 
mit der Urease und anderen Fermenten sich zu Zymogenen verbinden. 
Wenn man sich diesen Zusammenhang klar macht, wird man auch keine 
Schwierigkeit bei der Deutung der Einzelbefunde haben. 
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Uber kiinstliche Zymogene. 
IV. Mitteilung. 


Von 


Martin Jacoby und T. Shimizu. 


Uber die Inaktivierung und Reaktivierung der Takadiastase. 
\ on 
T. Shimizu. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in Berlin.) 
(Eingegangen am 17. November 1921.) 


Jede Einwirkung einer Substanz auf ein Ferment, welche dessen 
Wirkung reversibel beeinfluBt, kann fiir die Kenntnis der wirksamen 
Fermentgruppe von Bedeutung werden. Am ehesten wird man von 
méglichst spezifischen Einwirkungen Aufschliisse erwarten diirfen. 

Da nun durch die Arbeiten Jacobys und seiner Mitarbeiter dic 
Inaktivierungsreaktionen der Urease mit einer Reihe von Substanzen 
bekannt sind, schien ein vergleichendes Studium mit einem anderen 
Ferment von Interesse. Geeignet erwies sich die Diastase. Unveréffent- 
lichte Versuche im hiesigen Laboratorium, die schon lingere Zeit zuriick- 
liegen, hatten keine endgiiltigen Resultate geliefert, Luger’) hat bei 
dem Studium der oligodynamischen Metallwirkungen die Einwirkung 
von Metallen auf Diastase untersucht und in einem Teil der Versuche 
auch die Versuchsanordnung von Jacobys Ureaseversuchen an- 
gewandt. Luger stellte eine reversible Inaktivierung fest. Unsere 
Resultate sind etwas anders ausgefallen. Wahrscheinlich kommt es auf 
die besonderen Versuchsbedingungen an. 

Wesentlich ist es aber, das wir unter Bedingungen, die ganz wie 
bei der Urease angeordnet waren, zwischen der Urease und der Diastase 
neben einer teilweisen Ubereinstimmung einen unverkennbaren Unter- 
schied der Reaktionsfihigkeit feststellen konnten. Bei der Sublimat- 


1) Diese Zeitschr. 184, 153. 1921. 
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96 M. Jacoby und T. Shimizu: 


inaktivierung ergab sich ein vollkommener Parallelismus zwischen 
beiden Fermenten, bei den Metallen der Nickelreihe ein sehr deutlicher 
Unterschied. 

Wenn auch die Versuche mit Nickel und Diastase des hiesigen Labo- 
ratoriums friiher nicht so eklatant ausgefallen sind wie in den neueren 
Versuchsreihen und auch Lugers Beobachtungen mit unseren nicht 
iibereinstimmen, besteht jedenfalls doch die Tatsache zu Recht, dab 
heide Fermente mit Sublimat intensiv reagieren, waihrend die Taka- 
diastase nicht oder jedenfalls nur schlecht mit den Metallen der 
Nickelreihe unter Bedingungen reagiert, die fiir die Sojaurease sehr 


geeignet sind. 


Als Diastaseferment stand eine gut wirksame Takadiastase zur Verfiigung. 
Zur Priifung benutzte ich die Wohlgemuthsche Methodik. Um einen 
Uberblick iiber die Wirksamkeit des Priparates zu geben, fiihre ich folgende 
Versuche an: 

In allen Versuchen wurden alle Glaser gleichmaBig aufgefiillt. Die Priifung 
erfolgte nach Verdiinnen durch Zufiigung von 4 Tropfen ®/,)-Jodlésung. 


I. Diastase 0,5 : 100 5 ecm Starke (1%), Brutschrank 22 Stunden 


0 tne) 200 oe, tee ee Ce ek el ee 
ate le ane tO cM ate lie tial le a i RM! 


II. Diastase 0,1 : 100, 5 cem Starke (1%), Brutschrank 22 Stunden 


mie OS wig, OS mag. we Raines. eliew gel 
PMs Gok: + mire eeusdialeidt esa ek 
Sn oe ar ey ee eee rn 


III. Diastase 0,05 : 100, 5 ccm Starke (1%), Brutschrank 22 Stunden 


og a lie cae MRT bl MR Bee ir MP A RRL og 
ORR ae Cima is eee abe oe weiss > xgpeliogdl 
ORG .ceadticct? Hii; ds ets Jecmied i+  oeigns 3 eit 
US EAE eC Ram ae ee ae ee 

IV. Diastase 0,025 : 100, 5 cem Starke (1%), Brutschrank 22 Stunden 
ae sae, ernest Oe a 
O05 We ist. aes 2. aes die eatedl. ie. att 
RRM acheed. OO ndaend.. ane: panels eeatyines, SRO 
, RA Sea Ee Rk, ge ey Ee ET AC Re 


V. Diastase 0,1 : 100, 10 ccm Starke (1°), Brutschrank 20 Stunden 
mg, 0,5 mg, 0,3 me, 0.) Mig DEAD eee ee. ee 


Zu den Versuchen mit Metallpulvern wurde immer je 1 g Metallpulver mit je 
10 ccm einer Diastaselésung (0,1 : 60) 45 Stunden im Eisschrank belassen, gleich- 
zeitig mit einer Kontrollésung. Die Lésungen wurden durch Zentrifugieren und 
Filtrieren sorgfaltig von dem Pulver getrennt. Von den Lésungen kamen die in 
der Tabelle angegebenen Mengen zur Verwendung. Uberall wurde mit Wasser 
gleiche Verdiinnung hergestellt. 

















len 
ide 


ng 











Kiinstliche Zymogene. LV. 97 


Stirke 5 cem (1°), Brutschrank 21 Stunden. 





Diastase- Eisen Nickel Kobalt Kupfer Kontrolle 
losung in cem 
1.0 celb gelb gelb gelb gelb 
0.5 ss - ~ 4 - 
0,2 ritlichgelb ritlichgelb rotlicheelb z rotlichgelb 
O.1 violettrot violettrot violettrot rétlichgelb violett 
0 blau blau blau blau blau 
Dieselbe Lésung 1:5 
1.0 cvelb gelb ort lb velb velb 
OD rétlichgeib | rétlichviolett rétlichviolett rétlichgelb rotviolett 
0,2 violettrot violettrot violettrot violettrot violettrot 
0.1 blauviolett blauviolett blauviolett blauviolett blauviolett 
0 blau blau blau blau blau 
Dieselben Lésungen 1:10 

1.0 violettrot violettrot violettrot violettrot ritlichviolett 
0.5 ma ws de = violettrot 
0,2 blauviolett | blauviolett blauviolett hlauviolett blauviolett 
0.1 “ es se blau blau 
0 blau blau blau 


In den eben geschilderten Versuchen haben also die Metalle keinen 
EinfluB8 auf die Takadiastase ausgeiibt. Dagegen bemerkten wir einen 
deutlichen und meBbaren EinfluB des Sublimats. Das soll zuniachst 
durch einige Versuche erliutert werden. 


Stirke 5cem (1°), Brutschrank 21 Stunden. 


Ohne Sublimat Mit Sublimat 
(Einwirkung 10 Min. vor dem Stirkezusatz.) 





“ : Sublimat Diastase 1 cem 
Diastase 0.1: 40 0.1: 200 (0,1 : 100) 
= in eem 0,1: 40 0,1 : 200 
1.0 gelb gelb 1 blau blau 
0,5 os x O.5 
0,2 Rs a 0,2 
0.1 “4 violettrot 0.1 om “3 
0 blau blau 0 velb gelb 


Der folgende Versuch zeigt die Intensit’ét der Sublimatwirkung. 

Diastaselésung 0,05 : 100, Starke 5 cem (1°), Brutschrank 21 Stun- 
den. Diastasemenge | ccm = 0,5 mg. 

Sublimateinwirkung vor dem Stirkezusatz: 


Biochemische Zeitschrift Pand 128. ‘ 
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M. Jacoby und T. Shimizu: 


60 Minuten 


10 Minuten 








Sublimat Sublimat Sublimat Sublimat 
(0,01 : 100) (0,001 : 100) (0,01 : 100) 0,001 : 100 
inecm In ccm in cem in ecm 

1.0 blau 1,0 blauviolett 1,0 blauviolett gelb 

0,5 “" 0,5 gelb 0.5 a hs 
0,2 violettrot 0,2 0,2 violettrot 

0,1 gelb 0,1 a 0.1 rétlichgelb ‘ 
0 9 0 ” 0 gelb ae 








Nachdem die Inaktivierung durch Sublimat  sichergestellt war, 
konnte die reaktivierende Wirkung des Cyankaliums gepriift werden. 

Diastase 1 ccm (0,05 : 100). 

Sublimat 1 cem (0,01 : 100). 

Dauer der Sublimatwirkung 60 Minuten und 10 Minuten vor dem 
Zusatz des Cyankaliums. 

Stiirke 5cem (2%), Brutschrank 20 Stunden. 

Beide Versuchsreihen geben dasselbe Resultat : 





Cyankaliumlés, 
0,01 : LOO 


in ecm 
1,0 blauviolett 
0,5 
0,2 
0,1 | ? blau 
0 


i 


In einem entsprechenden Versuchsbrutschrank 23 Stunden — konnte 
bei sofortigem Zusatz von Cyankalium bei 1 ccm blauviolett erzielt 
werden, bei 30 Minuten Zwischenraum war auch | ccm blau. 

Um klare Resultate zu erhalten, muB man die Cyankaliummenge 
vergréBern. Jedoch muB man beriicksichtigen, daB zu groBe Cyan- 
kaliummengen stérend wirken. 

Wir iibergehen die Versuche, in denen die besten Versuchsbedingun- 
gen ausgeprobt wurden, und schildern einen Versuch, der die ganze 
Sachlage beleuchtet. 

Diastaselésung 1 cem (0,05 : 100) = 0,5 mg. Brutschrank 22 Stun- 
den, Starke 5ccem (2%). 








KCN in ccm KCN in ccm 
(05 : 100) (0,1 : 100) 
1,0 | blauviolett 1,0 | violettrot 
0,5 ” 0,5 ” 
0,2 rotviolett 0,2 rot 
0,1 violett 0,1 gelb 
gelb i 
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Sublimat 1 ccm (0.01 : 100) = 0.1 mg. KCN 10 Minuten nach dem 
Sublimat. 





KCN in ecm 


(0,1 : 100) 
1.0 violett 
0.5 99 
yy, rotgelb 
0.1 gelb 
0 blau 


Namentlich die letzte Tabelle zeigt klar, da eine Sublimatmenge, 
welche die Diastasewirkung vollkommen aufhebt, durch 0,1 com Cyan- 
kalium (0,1 : 100) = 0,1 mg KCN vollkommen neutralisiert wird, ob- 
wohl das Sublimat 10 Minuten auf das Ferment eingewirkt hat. Sobald 
mehr Cyankalium angewandt wird, konkurriert mit der Gegenwirkung 
gegen das Sublimat bereits die Eigenwirkung des Cyankaliums. Fiir 
die Speicheldiastase hat tibrigens im hiesigen Laboratorium Hata!) 
schon vor Jahren die reversible Inaktivierung durch Sublimat gezeigt. 

Zusammenfassend hat sich also ergeben, daB die Takadiastase bei 
der Versuchsanordnung, die bei der Sojaurease Inaktivierung durch 
Nickel, Kobalt und Kupfer ergeben hat, durch Nickel, Kobalt und 
Kupfer und Eisen nicht inaktiviert wird, daB dagegen durch Sublimat 
eine durch Cyankalium reaktivierbare Inaktivierung hervorgerufen 
wird. 


1) Diese Zeitschr. 17, 156. 1909. 
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Uber die Adsorption von Fermenten und Zymogenen. 


I. Mitteilung. 


Von 
Martin Jacoby und T. Shimizu. 


Aus dem Biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in Berlin.) 
(Eingegangen am 17. November 1921.) 


Die Adsorption von Fermenten wird in neuerer Zeit wieder vielfach 
studiert, da sie in theoretischer und priparativer Beziehung von Be- 
deutung ist. Aus friiheren Versuchen Jacobys ist bekannt, daB die 
Sojaurease adsorbierbar ist. Die Versuche dieser Mitteilung wurden 
zunichst in der Absicht unternommen, der priparativen Trennung von 
Ferment und Zymogen zu dienen. Dieses Ziel, das im hiesigen Labo- 
ratorium weiter studiert wird, ist noch nicht erreicht. Aber auch die 
bereits erhaltenen Resultate sind bemerkenswert genug, um eine be- 
sondere Darstellung zu rechtfertigen. 

Als Adsorbens wurde Calciumphosphat versucht, weil es Bordet 
vor Jahren bei seinen Gerinnungsstudien vortreffliche Dienste geleistet 
hatte. 

Wir verwandten frisch bereitetes, dreibasisches Calciumphosphat. 
Es wurdenimmer dreibasisches Natriumphosphat und geeignete Mengen 
Calciumchlorid besonders in 100 ccm Wasser gelést. Beim Zusammen- 
gieBen beider Lésungen erhalt man das Calciumphosphat als gelatinésen 
Niederschlag. Der abzentrifugierte Niederschlag wird mit Wasser 
chlorfrei gewaschen und schlieBlich in 100 ccm Wasser suspendiert. 

Die Methodik der Ureasepriifung war wiederum dieselbe wie in den 
vorangehenden Arbeiten. 

Zunichst wurde gepriift, ob das so vorbereitete Calciumphosphat 
Urease adsorbiert. 

10 cem der Calciumphosphatsuspension wurden mit 30 ccm Urease- 
lésung (0.3%) zusammengebracht unter Zusatz von 1 cem Toluol, in 
einer Kontrolle wurde die Suspension durch 10 ccm Wasser ersetzt. 
Beide Proben verblieben 19 Stunden im Eisschrank. Dann wird zentri- 
fugiert, der Riickstand in 20 cem Wasser verteilt. 
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Zur Untersuchung gelangen je 10 ccm der einzelnen Proben. Brut- 
schrank 23 Stunden. Folgende Werte werden erhalten: 


Kontrolle Abgub Riickstand 
66,4 62,2 22,1 
66,8 62,4 22,8 


Da nach diesem Versuche die Adsorption nicht erheblich schien, 
wurde versucht, ob durch Zusitze von Elektrolyten eine Anderung zu 
erzielen ist!). Es wurde verglichen eine Calciumphosphatsuspension. dic 
in 100 cem 10g Kochsalz enthielt, mit einer wasserigen. Es wurden von 
beiden Suspensionen je LO ccm mit je 30 ccm Ureaselésung (0,3°,) und 
Leem Toluol zusammengebracht. AuBerdem wird eine Kontrolle an- 
gesetzt. Ejisschrank 21 Stunden. Dann wird zentrifugiert, der Riick- 
stand der kochsalzhaltigen Suspension in 20 ccm Wasser suspendiert 

Untersucht werden immer je L0cem. Brutschrank 20 Stunden. 


/ Abgub der NatCl- AbguB der NaCl- Riickstand derNaC! 
Kontrolle at . ; : : ‘ , : ‘ 
freien Suspension haltigen Suspension haltigen Suspension 
68,4 50,2 und 50,6 1,2 und 1,3 64,5 und 64,7 


Kisschrank 21 Stunden, Brutschrank 22 Stunden. Der Riickstand 
wird in 40 ccm Wasser suspendiert, untersucht wiederum je 10 cem 


AbguB der NaCl- Riickstand der NaCl- 
Kontrolle : ; , 7 ‘ ; 
haltigen Suspension haltigen Suspension 
68,6 und 68,9 0,8 und 0,9 31,8 und 32,2 


Eisschrank 21 Stunden, Brutschrank 22 Stunden. Riickstiinde 
suspendiert in 40 cem, untersucht je LO cem. 


Riickstand von Riickstand von 
NaCl-freier Suspension NaCl-haltiger Suspension 
5.1 und 5,3 36,5 und 36,8 


Eisschrank 46 Stunden, Brutschrank 20 Stunden.  Riickstiinde 
gelist in je 40 com Wasser, untersucht je 10 com, 


NaCl-frei NaCl-haltig 
AbguB Riickstand AbguB Riickstand 
55,8 4,5 und 4,6 1,2 26,9 und 27,9 


Im folgenden Versuch wurde die Calcitumphosphatsuspension an- 
statt mit Kochsalz mit Natriumsulfat, und zwar auch 10 proz. beschickt 
EKisschrank 21 Stunden, Brutschrank 23 Stunden. 


Abgub Riickstand 
2.3 und 244 27,4 und 27,6 


') Anm. bei der Korrektur: Inzwischen ist es uns in Versuchen von 
Herrn Dr. Kato aus Japan gelungen, mit einem neuen Urease-Praparat auch 
ohne Zusatz von Elektrolyten eine Adsorption der Urease an Calciumphosphat 
zu erzielen. Derartige Unterschiede bei verschiedenen Ferment-Darstellungen 
beobachtete auch Willstatter mehrfach. Herr Dr. Kato wird spéter ithe 
unsere neueren Erfahrungen berichten. 
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Ferner haben wir Versuche mit Nickel- und Kobaltzymogenen der 
Urease angestellt. Diese Versuche ergaben unter den gleichen Ver- 
suchsbedingungen das unzweifelhafte Resultat, da das Zymogen ad- 
sorbiert wird, und zwar als Zymogen. Mit Hilfe der Cyankalium- 
reaktivierung ist es im Riickstande nachweisbar. Auf Kobaltpulver lieBen 
wir die Urease nur 20 Minuten, weil nach den Erfahrungen der vorigen 
Mitteilung sonst die Reaktivierbarkeit geschadigt werden kann. Die 
weitere Behandlung brachte es mit sich, daB die gelésten Zymogenc 
noch weiter in inaktivem Zustand zum Zwecke der Adsorption blieben 
Trotzdem war das Zymogen nachher gut durch Cyankalium reak- 
tivierbar. 

Zweibasisches Calciumphosphat adsorbierte weder die Urease noch 
ihre kiinstlichen Zymogene. 


Die Versuche dieser Mitteilung bedeuten nur den Anfang einer 
Untersuchungsreihe, deren weiterer Ausbau im hiesigen Laboratorium 
in die Wege geleitet ist. Dabei werden natiirlich die wichtigen, in- 
zwischen erschienenen Beobachtungen, welche Willstatter und 
Racke') in bezug auf die Adsorption des Invertins gemacht haben. 
Beriicksichtigung finden. 

Aus unseren Befunden sei als besonders bemerkenswert hervor- 
gehoben, daB die kiinstlichen Zymogene als solche adsorbiert werden 
Die Fortsetzung der Versuche nach verschiedenen Richtungen ist im 
hiesigen Laboratorium im Gange. 


1) Liebigs Ann. d. Chem. 1921. 
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Uber die Adsorption von Fermenten und Zymogenen. 
Il. Mitteilung. 


Von 
Martin Jacoby und T. Shimizu. 


Il. Cholesterinwirkungen auf die Urease. 


Von 
T. Shimizu. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in Berlin.) 


(Eingegangen am 17. November 1921.) 


Im Anschluf8 an die in der vorigen Mitteilung geschilderten Ad- 
sorptionsversuche war auch beabsichtigt, die Adsorption der Urease 
an Cholesterin zu priifen, da in der alteren Literatur Beobachtungen 
iiber das Verhalten des Cholesterins zu Fermenten vorliegen, die zu 
solchen Versuchen auffordern'). Unser eigentliches Ziel wurde nicht 
erreicht, aber interessante Beobachtungen gemacht, welche neue Bau- 
steine zur Kenntnis der Urease liefern. 

Wir tibergehen Vorversuche, welche uns die Richtung wiesen und 
schildern gleich die merkwiirdigen, beobachteten Phanomene. 


Man mischt 10 ccm einer 0,3 proz. Soja-Ureaselésung mit 1 cem 10 proz. Koch 
salzlésung, fiigt 1 cem hei® gesittigte alkoholische Cholesterinlésung hinzu. Eine 
Probe wird so direkt verarbeitet, eine Probe wird sofort filtriert und das Filtrat 
verarbeitet. Ferner wird der auf dem Filter verbleibende Riickstand in 10 ccm 
Wasser suspendiert und verarbeitet. Endlich wird in einer vierten Probe Filtrat 
und Filterriickstand einer Verarbeitung nachtriglich wieder vereinigt. 


1. Brutschrank, 191/, Stunden. 
Ohne Trennung Filtrat Niederschlag Filtrat u. Niederschlag 


63,4 21,8 1,9 11,3 


2. Brutschrank, 19 Stunden. 


60.3 14,8 0.5 8,2 


1) Neumeister. Lehrb. d. physiol. Chemie. 
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Zur weiteren Verstindigung miissen wir diese Zahlen erst in Worten 
ausdriicken. Die hohen Zahlen der Rubrik ,,ohne Trennung™ bedeuten, 
was auch besondere Kontrollversuche lehrten, daf der Zusatz der 
geringen Kochsalz-, Cholesterin- und Alkoholmengen keinen irgendwie 
erheblichen, schiidigenden EinfluB auf die Ureasewirkung haben. Fil- 
triert man aber das Cholesterin ab, das bei der Mischung der alkoholi- 
schen Cholesterinlésung mit der 1°, Kochsalz enthaltenden Ferment- 
lésung ausfallt, so erhalt man aus der gut wirksamen Fermentlésung 
ein in seiner Wirksamkeit sehr geschwichtes Filtrat und einen so gut 
wie unwirksamen Niederschlag. Fiigt man den Niederschlag nachtrig- 
lich dem Filtrat wieder hinzu, so geht unverkennbar die Wirksamkeit 
noch weiter herab. 

Es wurde versucht, ob die Zeit, nach der die Gemische filtriert wur- 
den, von EinfluB auf die Resultate ist. 


3. Brutschrank 19 Stunden. 


Nach 1 Stunde gewonnen 
Ohne Trennung Filtrat Niederschlag Filtrat u. Niederschlag 


59,2 25,6 1,2 9,1 


4. Brutschrank 22 Stunden. 


Filtration ° Filtrat Niederschlag 
De ss Tea Gust 32,0 2,7 
Nach 1 Stunde... ...: 38,2 1.4 
Nach 24 Stunden ..... 31,0 2.2 


5. Brutschrank 22 Stunden. 
Die Fermentlésungen wurden gleichzeitig hergestellt, das Cholesterin 
aber zu verschiedenen Zeiten zugefiigt. 


Filtration Filtrat Niederschlag 
Nach 1 Stunde ..... 29,0 2.5 
Nach 23 Stunden ripe 19.3 2,7 


Entscheidende Anderungen wurden durch den Zeitpunkt der Fil- 
tration also nicht erzielt. 


’ 


. 


Es bestanden nunmehr verschiedene Méglichkeiten der Erkliirung. 
EKinmal konnte bei der Cholesterinbehandlung und der anschlieBenden 
Filtration die Menge des wirksamen Fermentes sich vermindert haben 
oder es konnte ein Faktor der Fermentwirkung sich verindert haben, 
indem entweder ein Auxokérper entfernt wurde oder ein Hemmungs- 
kérper in Wirksamkeit gesetzt worden ist. 

Zuniichst war es méglich, das kleinste Mengen wirksamen Fermentes 
die gesamte Fermentwirksamkeit wiederherstellen. Das ist nicht der 
Fall. Wenn man leem Fermentlésung zu lO ccm Filtrat hinzufiigt. 
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wird nur ein Wert gefunden, der wenig tiber die Summe der EKinzelwerte 
hinausgeht. Im Hinblick auf die Beobachtungen von Jacoby, Falk 
und Umeda tiber Auxoureasen wurde dann der Einfluf von Glykokoll 
und Blutserum auf die Wirksamkeit der Cholesterinfiltrate untersucht. 

Vorausgeschickt sei, dal unsere 0,3 proz. Ureaselésung, die 1°, 
Kochsalz enthielt, py = 6,2 zeigte. Mischte man die Kochsalz (1°) 
enthaltende Fermentlésung (l0cem) mit Lcem alkoholischer Cho- 
lesterinlésung, so war py des Gemisches = 6,0. Die Anderung war also 
unerheblich. 

Glykokoll wurde in 5 proz. Lésung, Blutserum unverdiinnt zugesetzt. 
Die Cholesterinfiltrate waren genau so wie in den oben besprochenen 
Versuchen zubereitet. Natiirlich wurden die Verdiinnungen immer 
ausgeglichen. 

Es wurde gefunden: 


Filtrat Filtrat 
ohne Glykokoll mit Glykokoll 
0,25 g Glvkokoll. . . . 33,0 66,2 
Ohne Glykokoll . . . . 31,1 
0,05 g Glykokoll. . . . 54,9 
0.15 g Glykokoll. . . . . 64,3 
Ohne Serum Mit Serum 
2 ccm Serum. . eg" 36,5 60,7 u. 61,8 


Mit kiinstlichen Zymogenen wurden bemerkenswerte Resultate 
erzielt. 


Je 30 cem der Ureaselésung wurden mit 1 g Nickelpulver 20 Stunden im Eis 
schrank zusammengebracht, dann in der friiher mehrfach geschilderten Weise 
sorgfaltig vom Pulver getrennt. Dann wird 0,3 g Kochsalz zugefiigt und mit 3 cem 
heiB gesittigter, alkoholischer Cholesterinlésung gefillt. 

Nach einer Stunde wird filtriert. 

Zwei Proben von je 10 cem Filtrat werden als Kontrollen nur mit 2 cem 
Wasser aufgefiillt und dann in der iiblichen Weise zur Ureasepriifung vorbereitet. 

Zwei Proben werden in entsprechender Verdiinnung mit 0,05 g Glykokoll 
versetzt. 

Zwei weitere Proben ebenso mit 0,002 g Cyankalium. Die Gemische bleiben 
46 Stunden im Brutschrank. 


Fittest. allem... ......... .,. 38 and. 36 
Mit Glykokoll. . . . . . . 80,6 und 81,2 
Mit Cyankalium. . . . . . 86,0 und 86,7. 


Diese Ergebnisse sind insofern von Bedeutung, als die Zymogene 
durch die Cholesterinfillung der Lésungen offenbar nicht in ihrer In- 
aktivitat gestért werden, sondern unverindert in das Filtrat iibergehen. 
Das gibt einen Hinweis auf eine gewisse Stabilitat der Metallverbin- 


dungen. Da man noch iiber wenige, derartige Daten bisher verfiigt. 
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ist das wichtig. Durch die Zusatze wird dann in tiblicher Weise das 
Zymogen in aktives Ferment umgewandelt. 

Die in dieser Mitteilung neu aufgedeckten Reaktionen sind noch zu 
verwickelt, um sich einfache Vorstellungen davon machen zu kénnen 
Wohl aber bieten sie mannigfache Anregung fur weitere Forschung. 
Bei der EKinwirkung des Cholesterins miissen jedenfalls Veranderungen 
im Ferment oder seinem Milieu vor sich gehen, die sich erst geltend 
machen, wenn der ungeléste Anteil von dem gelésten durch Filtration 
vetrennt ist. Dal nach dem Mischen der getrennten Portionen nicht 
etwa die Verainderungen riickgingig gemacht werden, vielmehr der 
ungeléste Anteil sogar hemmend auf die wirksamen Substanzen der 
Losung nach Zusatz wirkt, ist ein weiterer Beweis fiir den Kintritt eine: 
Anderung bei der durch Filtration vorgenommenen Sonderung. 

Die Versuche mit Glykokoll und Serum zeigen nun, dab das so 
verainderte Fermentmilieu durch diejenigen Stoffe wieder vollig zur 
alten Wirksamkeit gebracht wird, die Jacoby mit Falk und Umeda 
friiher als Auxoureasen beschrieben haben. 

Manche werden nun vielleicht als die einfachste Deutung annehmen, 
daB die Reaktion des Mediums oder seine Pufferung durch die Cho- 
lesterinbehandlung geiindert ist und durch Glykokoll oder Serum wieder 
restituiert worden ist. 

Diese einfache Annahme ist aber leider nicht zulassig. Zuniichst 
lassen sich die Zymogenversuche so nicht verstehen. Wenn hier dic 
Reaktion des Milieus gelitten hatte, wie sollten da die 2 mg Cyankalium 
wieder die volle Wirksamkeit herstellen. Dann hatten wir festgestellt. 
daB der Cholesterinzusatz nicht in nennenswerter Form py der Lésung 
indert. Ferner haben Rona und Gyérgy') gefunden, da die von 
-lacoby und Falk gefundene Serumwirkung unabhaingig von der 
teaktionsbeeinflussung ist. Denn die Serumwirkung macht sich auch 
geltend, wenn bereits optimale Reaktion vorhanden ist. Auch kénnen 
die kleinen, in unseren Versuchen angewandten Serum- oder Amino- 
siiuremengen nicht geniigend als Puffer wirken. Lévgren?) hat 
hervorgehoben, daB ganz andere Pufferkonzentrationen als Rona 
und Gyérgy sie angewandt haben, notwendig sind, um bei der Urease 
die optimale Reaktion zu gewihrleisten. Lévgren empfiehlt, fiir 
Messung der Urease-GesetzmaBigkeiten nur den mittleren Anteil der 
Ureasewirkung zu verwerten, da hier durch die Produkte der Harnstoff.- 
zersetzung eine Pufferung und Reaktion zustande kommt, wie sie 
kiinstlich nur schwierig herstellbar ist. 

Es ist ein Gliick, da®B diese optimalen Bedingungen fiir unsere 
prinzipiellen Feststellungen, die neue Reaktionen aufdecken, nicht 


1) Diese Zeitschr. 111, 115. 1920. 
2) Diese Zeitschr. 119, 215. 1921. 
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notwendig sind. Denn ihre Durchfiihrung wiirde das Bild zu sehr ver 
dunkeln. Wenn man den EinfluB unbekannter qualitativer Bedingungen 
aufdecken will, darf man nicht zu viele Substanzen im Reaktions- 
gemisch haben. So ist es zum Beispiel fiir die Phosphate bekannt. dab 
sie als solche auf die Geschwindigkeit der Ureasewirkung von Einflul 
sind. Fiir den geringen (1°) Kochsalzgehalt der Ureaselingen. den 
wir fiir die quantitative Ausfallung des Cholesterins brauchen, haben 
wir ausdriicklich festgestellt, daB sie nur eine ganz unerhebliche Hem 
mung der Ureasewirkung verursacht. 

So wiichst allmahlich das Material fiir die Kenntnis der Urease. die 
sicherlich zum genaueren Fermentstudium sehr geeignet ist. Je genauet 
die Einzelkenntnisse sein werden, desto leichter wird sich dann auch 
die Aufklarung der GesetzmaBigkeiten gestalten, ein Gebiet. auf dem 


zur Zeit noch grobe Unklarheiten herrschen. 
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Uber den Einflu8 von Kobaltiammoniaken auf die Ferment- 
wirkung der Katalase und Amylase. 


Von 
Eberhard Funk. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in Berlin.) 
(Eingegangen am 17. November 1921.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Obgleich schon bei einer groben Zahl von Stoffen eine Beeinflussung 
von Fermentwirkungen beobachtet und eingehend untersucht worden 
ist, so sind derartige Versuche mit Komplexsalzen bisher noch nicht 
angestellt worden. Insbesondere wire es von Interesse, die einzelnen 
Glieder einer Reihe von Komplexsalzen, die sich nur durch die Anzahl 
gewisser Gruppen im komplexen Radikal voneinander unterscheiden, 
zu priifen. Denn hier kénnte man erkennen, ob die von Werner und 
seiner Schule festgestellten chemischen und physikalisch-chemischen 
Unterschiede der Reaktionsfihigkeit dieser einzelnen Glieder derartiger 
Reihen sich auch in ihrer Beeinflussung der Fermente geltend machen 

Besonders geeignet ist nachstehende Reihe der Kobaltiammoniake, 
da sie besonders gut untersucht worden ist: 








Ls Lf. IL. 
r ,NO, r (NOd)o 
Co Cl, |Co Cl 
(| Co(NHg)e] Cly (NH,)5.- | (NH) 
Hexamminkobaltichlorid Nitropentamminkobal- Dinitrotetramminkobal- 
(Luteokobaltchlorid) tichlorid (Xanthokobalt- tichlorid (Croceokobalt- 
chlorid) chlorid) 
IV. V. VI. 
| (NOg)s (NOo)4 
| Co Co kK 
L NQNHy)g- \(NHy)o [{CoiNOg)g|Nag 


Trinitro- 
triamminkobaltiat 


Kalium-Tetranitro- 


diamminkobaltiat (Erd- 


mannsches Saiz) 


Natrium-Hexanitro- 
kobaltiat (Kobalt-Natrium- 
Nitrit) 
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Werner hatte zusammen mit Miolatti') eine vergleichende Unter- 
suchung der elektrolytischen Leitfahigkeit verschiedener Komplexsalze 
ausgefiihrt. Hierbei zeigte sich bei obiger Reihe von einem Typus zum 
anderen eine regelmaBige, sprungweise Anderung der elektrolytischen 
Leitfihigkeit. Bei der Zusammenstellung seiner Ergebnisse konnte 
Werner eine fii® das Verhalten obiger Reihe spezifische Kurve er- 
halten. 

Auf Anregung von Herrn Professor Dr. Jacoby konnte ich nun 
experimentell nachweisen, daB die Salze dieser Kobaltiammoniakreihe 
auf die Fermentwirkung der Katalase hemmend und auf die der Amylase 
fordernd einwirken. Und zwar zeigte sich auch hierbei von einem Typus 
zum anderen eine regelmaBige, sprungweise Anderung der Stiirke der 
hemmenden bzw. fordernden Kraft. Bei der Einordnung der Salze in 
eine Reihenfolge entsprechend der Starke ihrer EKinwirkung auf die 
Fermente besaBen die hiernach gezeichneten Kurven Ahnlichkeit mit 
der Kurve Werners fiir die elektrolytische Leitfahigkeit. 

Bei der Ausfiihrung der experimentellen Untersuchungen wurden 
die einzelnen Glieder obiger Kobaltisalzreihe in "/199, "/y909>  "/ 19000 
molarer, wiisseriger Verdiinnung auf die Fermentwirkung zuniichst der 
Katalase zur Einwirkung gebracht. 

Als Untersuchungsmaterial lagen Originalpriparate dieser Komplex- 
salze von A, Werner, Ziirich, vor, der sie vor Jahren Herrn Professor 
Jacoby tiberlassen hatte. Es wurden nach Vorschriften von Jérgen- 
sen die Salze auch selbst hergestellt, und diese zeigten das gleiche 
Verhalten gegeniiber den beiden Fermenten. 

Zur Gewinnung der Katalase wurde Blut eines Patienten in einer Nchale auf- 
gefangen und geschlagen, dann scharf zentrifugiert. Erhalten wurden ca. 74 cem 
rote Blutkérperchen. Diese, mit destilliertem Wasser auf 500 ccm aufgefiillt, 
wurden im geschlossenen GefaiB bis zum nichsten Tag auf Eis bewahrt. Zu det 
Mischung wird 500 ccm 96 proz. Alkohol gegeben und 1/, Stunde stehen gelassen. 
Es trat eine gute Fallung ein, worauf schnell abfiltriert wurde. Sofort nach Ablauf 
des Filters wurde der Riickstand zwischen FlieBpapier getrocknet und wieder mit 
500 ccm dest. Wassers aufgeschwemmt. Nach !/, Stunde filtriert, wurde das Fil- 
trat, ca. 400 ccm, im Faustschen Apparat zum volligen Trocknen gebracht, dann 
von der Schale abgekratzt und gewogen. Erhaltene Menge: 0,9813 g dunkel- 
braunes Pulver, welches mehrere Monate hindurch, trocken aufbewahrt, unzer 
setzt haltbar war. 

Als Wasserstoffsuperoxydlésung wurde 30°, iges Perhydrol von Merck mit 
gleichen Teilen dest. Wassers verdiinnt und mit dieser 15°/, igen Stammlésung 
jedesmal kurz vor dem Versuch die 0,3°/,ige Versuchslésung bereitet. 

In schmelzendem Eise (0°), in der Reihenfolge, wie hier aufgezihlt, 
wurden in der erforderlichen Anzahl Bechergliiser je 100 ccm H,O, 
5cem 0,002%, kurz vor dem Versuch aus dem gewonnenen Trocken- 


1) Werner und Miolatti, Zeitschr. f. physikal. Chem. 12, 35. 1893; 14, 506. 
1894. 
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pulver frisch bereitete, filtrierte Katalaselésung, 5 cem der betreffenden 
Kobaltisalzlésung mit einem Kobaltgehalt von ca. 0,0025°%, 0,00025°%, 
und 0,000025°,, bzw. von ca. 0,002°%, 0,0002% und 0,00002% je nach 
dem zur Verwendung kommenden Typ der Reihe und 5 cem 0,3 proz. 
H,O,-Lésung gemischt und 5, 10, 20, 30 Minuten aufeinander ein- 
wirken gelassen. Die nach dieser EKinwirkungsdauer noch vorhandene, 
noch nicht durch das Ferment zersetzte Menge Wasserstoffsuperoxyd 
wurde bei Gegenwart von 10proz. H,SO, mit "/,, KMnO,-Lésung 
titrimetrisch gemessen und aus den hierbei erhaltenen Zahlen mittels 
der Formel 
loga — logx 
io 


der Wert der Konstante A - 164 berechnet, wobei a die Anfangskon- 
zentration, « die Konzentration in dem betreffenden Zeitpunkt, 9 die 
Zeit in Minuten bedeutet. Der Mittelwert der zu den verschiedenen 
Zeitpunkten gefundenen Konstanten K - 104 wurde dem unter gleichen 
Voraussetzungen zur selben Zeit gefundenen Mittelwert einer parallel 
mit der Versuchsreihe ausgefiihrten Kontrollreihe ohne Kobaltisalz 
proportional gesetzt. Um fiir die hemmende Kraft der Kobaltisalze 
einen Zahlenausdruck zu erhalten, mittels dessen die Ergebnisse der 
Versuchsreihen untereinander verglichen werden konnten, wurden die 
Mittelwerte der Kontrollreihen, d.h. der reinen, unbeeinfluBten Fer- 
mentwirkung, als Einheit den Mittelwerten der Versuchsreihen, d. h. 
der gehemmten Fermentwirkung, gegeniibergestellt. 

Von der Katalase kamen nur Produkte der gleichen Gewinnung fiir 
die zum Vergleich herangezogenen Versuche in Anwendung, da die 
Wirksamkeit dieses Priiparates wegen des wechselnden Reinheitsgrades 
variabel ist. 

Ubersicht iiber die Wirkung der Katalase in Gegenwart der Kobalti- 
verbindungen!). 


D/so9-Verd. ™/r999-Verd. ®/:9999- Verd. B/yog-Verd. /s999-Verd. ®/s9999- Verd. 

1, Hexamminkobaltichlorid?) 3. Croceokobaltchlorid 
1: 0,4 1: 0,7 1:1 1:0,1 1:0,3 1:0,5 
1: 0,4 1: 0,7 ksi 1:0,1 1: 0,3 1: 0,6 
1:0,5 4. Trinitrotriamminkobaltiat 

2. Xanthokobaltchlorid 1:0,1 1:0,1 1:03 
1:0,2 1:0,4 1:0,8 1:0,1 1:90,1 1:0,3 
1:0,2 1: 0,4 1: 0,7 5. Kaliumtetranitrodiamminkobaltiat 
1: 0,2 1:0,1 1:0,1 1:0,2 
1: 0,2 1:0,1 1:0,1 1 : 0,2 


1) Ausfiihrliche Protokolle siehe am Schlusse der Arbeit. 

2) Als Einheit (1) ist die Wirkung der unbeeinfluBten Katalase gesetzt, der 
zweite Wert (z. B. 0,4) bedeutet dann die Wirkung unter dem EinfluB der Kobalt- 
verbindungen. 
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lane Bei der Zusammenstellung obiger Resultate wurden nachfolgende Kurven 
ch erhalten. Die Héhe der Ordinate driickt die Wirkung der Katalase aus, foly- 
7/0 lich sind die niedrigsten Punkte der Ausdruck der gré8ten Hemmung. 
ich 
OZ. 
in- 
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yd 
ing «eae | a 
els an 1 eer ca 

2. a ee 2 6 
unbehannt 
Kurve 1. Kurve der Leitfahigkeit nach Kurve 2. Kurve der Fermenthemmungen 
Werner Koebaltireihe. Kobaltireihe in »/,,.-Lésungen. 
ni - 
lie 
en 
en 
lel 
lz 
ze 
ler unbekanrt 
lie Kurve 3. Kurve der Fermenthemmungen Kurve 4. Kurve der Fermenthemmungen 
T- Kobaltireihe in ®/,999-Lésungen. Kobaltireihe in ®/,o 99.-Lésungen. 
R. Wie aus den Tabellen zu ersehen ist, steigt mit Erhéhung der Kon- 
: zentration der Lésung der Kobaltisalze auch die hemmende Wirkung. 
sd Vergleicht man die in den Kurven zum Ausdruck gebrachte Auf- 
lie einanderfolge der einzelnen Typen nach ihrer hemmenden Wirkung 
es 


mit der von Werner nach der elektrolytischen Leitfihigkeit auf- 
gestellten Reihenfolge, so findet man, daB mit dem Nachlassen der 
a Leitfihigkeit die hemmende Wirkung gegeniiber der Katalase-Ferment- 
wirkung zunimmt. Wiahrend jedoch in der Wernerschen Leitfahig- 
keitskurve beim Trinitrotriamminkobaltiat die Kurve ihren tiefsten 
Punkt erreicht, steigt bei der hemmenden Wirkung auf die Katalase 
beim Kaliumtetranitrodiamminkobaltiat (5) die Kurve im Gegensatz zu 
Werners Kurve nicht an. Ob die Kurven bei den nichsten Typen 
der Reihe wieder steigen wiirde, muB offen bleiben, da diese Substanzen 
nicht untersucht werden konnten. 

at Die vorstehend beschriebenen Versuche wurden nun noch bei 
Gegenwart von Sérensenschen Phosphatgemisch angestellt, da dic 
Empfindlichkeit der Katalase gegen Aciditat und Alkalescenz bekannt 
ist. Die wisserigen Lésungen der Metallammoniake reagieren auf Lack- 
muspapier neutral, so dafs angenommen werden sollte, daB die Katalase- 
wirkung durch irgendwelche saure oder alkalische Reaktion der Komplex- 
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salze nicht beeinfluBt werden kénnte. Zunachst wurden Versuche mit 
Natrium- und Kaliumphosphatlésung angestellt. Die Lésungen waren 
nach den Angaben von Sérensen in seiner Arbeit ,,Uber Enzymstu- 
dien If!) hergestellt. Als Ergebnis wurde gefunden, daB die Reihe 
mit saurem Substrat, Kaliumphosphatlésung (KH,PO,), eine starke 
Hemmung aufwies, mit alkalischem Substrat, Natriumphosphatlésung 
(Na,HPO, — 2 H,O), dagegen nur eine ganz geringe Wirkungsférderung 
erreicht wurde. Neutrales Phosphatgemisch, nach Sérensens_ Er- 
mittlungen von einer Wasserstoffionenkonzentration zwischen 7,15 und 
6,98, gleichfalls nach seinen Angaben durch Mischen entsprechender 
Mengen Natrium- und Kaliumphosphatlésung erhalten, hob die Ein- 
wirkung auf die Fermentreaktion bei den Kobaltisalzen auBer beim 
Kaliumtetranitrodiamminkobaltiat nach beiden Richtungen auf. 

Die Vergleichszahlen mit den Reaktionen in Wasser sind nach- 


folgende: 


Neutrales Phosphatgemisch Wasser-Raum 

Hexamminkobaltichlorid 

Liga 1 : 0,5 

Xanthokobaltchlorid 

1:] 1:0,5 
Trinitrotriamminkobaltiat 

1:1 1: 0,2 

Kaliumtetranitrodiamminkobaltiat 

1: 0,6 1: 0,1 


Besonders bemerkenswert sind die mit Trinitrotriamminkobaltiat 
erhaltenen Resultate. Die drei ersten Vertreter der Reihe, Hexammin- 
kobaltichlorid, Xanthokobaltchlorid, Croceokobaltchlorid besitzen, an 
den Komplex gebunden, reaktionsfiihige Cl-Atome. Da es sich hier um 
dissoziierte Kérper handelt, so wiire immerhin das Vorhandensein einer 
sauren Gruppe in Betracht zu zichen. Das fillt aber bei dem Trinitro- 
triamminkobaltiat jedenfalls fort. Und doch reagiert auch dieser 
Koérper genau wie die drei ersteren und kann seine hemmende Kraft 
durch das Phosphatgemisch aufgehoben werden. Gerade die drei ersten 
Typen der Wernerschen Kurve, welche allein Cl-Atome enthalten, 
haben sich, wie die vorstehenden Versuche in rein wisseriger Lésung 
ergeben haben, als die am schwichsten hemmenden Kérper der be- 
trachteten Reihe erwiesen. Nicht liBt sich die hemmende Kraft beim 
Kaliumtetranitrodiamminkobaltiat durch das Sérensensche Phos- 
phatgemisch aufheben, sie wird durch dieses nur stark gemindert. 

Weiterhin wurde die Kobaltisalzreihe in ihrer Wirkung auf die Fer- 
mentreaktion der Amylase untersucht. Als Amylaseferment wurde 
Takadiastase, Trockenpriparat der Firma Parke, Davis & Co., Newyork, 
verwendet. 


1) §. P. Sé6rensen, Enzymstudien If. Diese Zeitschr. 21, 175. 1909. 























Kobaltiammoniaken auf die Fermentwirkung der Katalase und Amylase. 113 
ves ““*" Hiervon wurde eine Fermentstammlésung durch Auflésen von 0,1 g Taka- 
ren diastase in 40 com H,O erhalten, welche, mit wenig Chloroform versetzt, im Eis- 
tu- schrank aufbewahrt, lingere Zeit gebrauchsfihig blieb. Von dieser Stammlésung 
ihe wurden 0,5 cem, mit 9,5 cem H,O verdiinnt, zu den Versuchen verwendet. Die er- 
wks erforderliche Stairkelésung wurde nach der von Wohlgemuth!) angegebenen 

Weise bereitet. Zur Feststellung der noch unzersetzten Starke wurden die Glas- 
ing chen mit ®/,)-Jodlésung versetzt. 
ing Im Vorversuch konnte ermittelt werden, daf die Komplexsalze fiir sich 
ur unter Ausschaltung des Fermentes auf Starke nicht einwirkten. Bei den daraufhin 
ind mit den Typen unserer Reihe angestellten Versuchen wurde unter Zugrundelegung 
der der Wohlgemuthschen Methode?) in gewisser Abinderung, wie nachfolgend 
“a angegeben, verfahren: 
‘im Zwei Reihen Reagensgliischen (Hauptreihe oder Versuchsreihe und 
Nebenreihe oder Kontrollreihe) werden in der Weise beschickt, daB in 
ch- die Glaschen der Versuchsreihe je 0,5 cem der zu priifenden Komplex- 
salzlésung von wechselnder Konzentration pipettiert und mit 0,5 cem 
Wasser auf 1 ccm aufgefiillt werden. Die Kontrollreihe erhielt dafiir 
nur je 1 ccm Wasser. Zu beiden Reihen kamen darauf gleiche Mengen 
der Fermentlésung, und zwar 2,0 ccm gleich einem Amylasegehalt von 
0,00025 g fiir jedes Gliischen. Nachdem noch schlieBlich jedem Réhr- 
chen beider Reihen je 5ccm 1 proz. Stirkelésung hinzugefiigt worden 
war, wurden beide Reihen bei 37°C im Brutschrank wechselnde Zeit- 
abstiinde belassen. Die Glischen wurden zu je zwei (je eins aus der Ver- 
suchs- und Kontrollreihe) in bestimmten Zeitabstiinden herausgenommen, 
lat 


, zur Unterbrechung der Fermentwirkung in kaltem Wasser abgekiihlt und 
wal mit kaltem Wasser bis 2cm unter dem Rande des Glases aufgefiillt. 
Auf Zusatz von 2 Tropfen ®/,,.-Jodlésung und Umschiitteln entstanden 
die charakteristischen Firbungen, die miteinander verglichen wurden. 
ner Ich habe als Limes teils das letzte Réhrchen der Reihe, welches rein 
blau gefirbt war, teils das letzte Réhrchen vor den gelben oder rot- 
braunen Réhrchen angesehen. Vorversuche mit Hexamminkobalti- 
aft chlorid in stark verdiinnten Lésungen 1 : 1200, 1 : 1600, 1 : 2000 
-_ ergaben iibereinstimmend férdernde Beeinflussung der Fermentreaktion 
™ Zur Ermittlung der férdernden Kraft der Komplexsalzreihe wurde in 
ng den nachfolgenden Versuchen nach der angegebenen Methodik syste- 





be- matisch von hochkonzentrierten Lésungen zu niederen jedes einzelne 
_ der Glieder untersucht. Da Lésungen von 1 : 25, 1 : 50, 1 : 75, 1 : 100, 
- in Zeitriumen von 1/, Stunde ausgedehnt bis auf 5 Stunden, beim 

Hexamminkobaltichlorid bemerkenswerte Unterschiede nicht lieferten, 
03 wurden bei den anderen Typen der Reihe lediglich Versuche mit 1 proz. 
. Salzlésung angestellt. Hierbei wurden folgende Ergebnisse erhalten : 
rk, 








1) J. Wohlgemuth, GrundriB d. Fermentmethod. 1913, 8. 39. 
2) J. Wohlgemuth, GrundriB d. Fermentmethod. 1913, 8. 49. — Diese 
Zeitschr. 9, 1. 1908. 
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Kobaltnatriumnitrit besitzt gegeniiber dem Xanthokobaltchlorid 
eine erhéhte férdernde Wirkung, dieses férdert wiederum ein wenig 
stiirker als Kaliumtetranitrodiamminkobaltiat, wihrend Hexammin- 
kobaltichlorid stirker férdert als Xanthokobaltchlorid. Trinitrotri- 
amminkobaltiat besitzt die geringste fordernde Kraft, wihrend Croceo- 
kobaltchlorid wieder stirkere Eigenschaften besitzt. Die Versuche mit 
Trinitrotriamminkobaltiat konnten wegen der geringen Léslichkeit des 
K6érpers in Wasser nur in Verdiinnungen 1 : 600 vorgenommen werden. 
Bei allen Typen nimmt die fordernde Wirkung nur ganz allmihlich mit 
fallender Konzentration ab. Mit 1 proz. Kobaltnitratlésung in gleicher 
Weise ausgefiihrte Versuche ergaben, daB diesem Kobaltsalz keine Ein - 
wirkung auf Amylase zukommt, wie sie bei den komplexen Kobalti- 
salzen beobachtet worden war. 

Darauf angestellte Versuche mit den gleichen molaren Verdiinnungen 
Von "/199, "/1000> "/19000° Wie bei den Versuchen mit Katalase, bestitigten 
die obigen Resultate. Im Gegensatz zur Einwirkung auf Katalase 
zeigten ®/so999-Salzverdiinnungen bei simtlichen K6érpern keine Ein- 
wirkung mehr. Bei ®/,9.-Salzverdiinnung scheint nur beim Hexammin- 
kobaltichlorid noch eine Einwirkung bemerkbar zu werden, und erst 
bei ®/,99-Salzverdiinnung ist die Grenze erreicht, die meB- und vergleich- 
bare Resultate liefert. Bei zunehmender Konzentration steigt die fér- 
dernde Kraft kaum merklich, auch lassen die einzelnen Kérper nur 
schwer verschiedene Eigenschaften an férdernder Wirkung gegeniiber 
deutlichen Unterschieden bei den Versuchen mit Katalase erkennen. 
Trotzdem ist unverkennbar, daB Kobaltnatriumnitrit neben Hexammin- 
kobaltichlorid die starksten Eigenschaften besitzt, was um so mehr 
von Interesse ist, da dieser Kérper wegen seiner Zersetzbarkeit mit 
Katalase nicht untersucht werden kann. Die anderen Salze lassen sich 
nicht mit Sicherheit nach den mit Amylase gefundenen Resultaten in 
eine Rangordnung einreihen, wenngleich, auch nur andeutungsweise, 
ebenfalls hier ein verschiedenes Verhalten unleugbar hervortritt?). 

Im Hinblick auf dieses Ergebnis bei Amylase méchte nicht un- 
erwihnt bleiben, daB Chloride die Fermentwirkung der Amylase foér- 
dernd beeinflussen; da in den drei ersten Typen der Reihe reaktions- 
fihige Cl-Ionen enthalten sind, wire eine derartige Cl-Wirkung in 
Erwiigung zu ziehen. Jedoch weisen auch die Cl-freien Komplexe der 
Reihe, wie bereits erwihnt, fermentbeeinflussende Wirkung auf. 

Nach obigen Befunden lassen sich daher wegen der Geringfiigigkeit 
der Unterschiede die Untersuchungen mit Amylase nicht in gleicher 
Weise wie die mit Katalase zur Vergleichung und Staffelung der for- 
dernden Wirkung der einzelnen Korper auswerten. 


1) Wegen der Raumersparnis wurde von einer Wiedergabe der Protokolle 
abgesehen und wird auf die Dissertation, Berlin 1921, verwiesen. 
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Die nach Angaben von Jérgensen') dargestellten Salze unserer 
Kobaltireihe wiesen die gleichen Eigenschaften auf wie die Originale 
von Werner. 

Zusammenfassend wurde folgendes Gesamtergebnis erhalten: Hex- 
amminkobaltichlorid, Xanthokobaltchlorid, Croceokobaltchlorid, Tri- 
nitrotriamminkobaltiat, Kaliumtetranitrodiamminkobaltiat und Kobalt- 
natriumnitrit, welcher letzte Typ aber nur auf Amylase einwirkt, be- 
einflussen die Fermentwirkung der Katalase hemmend, die der Amylase 
dagegen férdernd. 

Mit steigender Konzentration der Salzlésungen tritt eine wesentliche 
Verstiirkung der hemmenden Kraft gegeniiber der Katalasewirkung ein. 

Schon geringste Mengen der Salze ca. 0,01%, 0,001°%, 0,0001°, 
bewirken deutlich sichtbare Hemmung der Katalasewirkung. 

Sichert man durch ein Sérensensches Phosphatgemisch (py zwi- 
schen 7,15—6,98) neutrale Reaktion des Mediums, wird die hemmende 
Wirkung der Kobaltiverbindungen aufgehoben, auch beim Trinitro- 
triamminkobaltiat, welches nach der Konstitution keinerlei Atome 
enthalt, die sauren Charakter haben kénnten. Eine Ausnahme hiervon 
macht das Erdmannsche Salz. 

Gegeniiber der Amylasewirkung tritt mit steigender Konzentration 
der Lésungen nur eine ganz geringe Verstirkung der férdernden Kraft 
ein. Die geringsten Mengen der Salze, die bei Amylase, sichtbare Fér- 
derung hervorrufen, sind wesentlich gréBer als diejenigen, die auf 
Katalase hemmend einwirken, und zwar "/,,9-Verdiinnungen der Salz- 
lésungen. 

Bei der Katalasebeeinflussung ist ein Ansteigen der hemmenden 
Wirkung bei den einzelnen Vertretern der Reihe in einer bestimmten 
Anordnung festzustellen, und zwar steigt mit dem Fallen der elektro- 
lytischen Leitfaihigkeit die hemmende Kraft. Das Erdmannsche Salz 
besitzt die gréBte hemmende Wirkung, wahrend seine elektrolytische 
Leitfahigkeit gr6Ber ist als die des Trinitrotriamminkobaltiats und un- 
gefihr gleich der des Croceokobaltchlorids. 

Bei der Amylasebeeinflussung ist ein Ansteigen der férdernden 
Kraft unter den einzelnen Kérpern nicht so ausgepragt, um eine be- 
stimmte Anordnung in einer Reihe fiir die Kérper zu erhalten. 

Eine nach dem Ansteigen der hemmenden Kraft gegentiber der 
Katalase fiir die untersuchten Salze aufgestellte Kurve zeigt Ahnlich- 
keit mit der von Werner fiir diese Salze gefundenen elektrolytischen 
Leitungskurve. 


1) Jorgensen, Zeitschr. f. anorg. Chem. 5, 160, 169. Derselbe, Journ. 
f. prakt. Chem. 2, 23, 249. 
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Salz in 
1/99" Ver- 
diinnung 


Salz in 
D/s 900" V er- 
diinnung 


Salz in 
D/ 9000" V er- 
diinnung 





1 


Hexamminkobaltichlorid 
(Luteokobaltchlorid) 


[CO(NH,),]Cl, 


Cu,0, K-10* Cu,0, K-10 Cu,0, K-10 | Cu,0, K- 10* Cy,o, K - 10* Cu,0, K - 104 Cu,o, K - lot 


Ohne Kobaltsalz 
1 2 8 
101 — 99 — 99 - 
83 170 83 158 8,1 174 
7,1 158 _- — - - 
6,2 144 — — 


4,2 127 - - _- — 
148,5 153 174 
Durch Salz gehemmt 
1 2 3 
9.0 100 90 88 90 88 
8&8 60 85 66 7,9 98 
79 b8 79 49 ~~ 
78 47 - - _-_ — 
65 66 905 
148,5 : 65 153 : 66 174: 90,5 
1:0,4 1:04 1:05 
Ohne Kobaltsalz 
1 2 
os + : | 
8,0 176 _ 
70 146 | 
5,0 146 65 892 
4,0 130 aint 
149,5 B92 
Durch Salz gehemmt 
1 2 
86 113 8,5 124 
78 99 8,0 8&8 
64 8B 79 47 
5,2 92 64 62 
99,25 80,25 
149,5 : 99,25 181 : 80,25 
1:0,7 1:06 
Ohne Kobaltsalz 
1 2 
ee 07 — 
91 7 89 7 
8,7 56 86 62 
78 62 7,5 6566 
7,2 46 7,8 41 
56,75 56 
Durch Salz gehemmt 
1 2 
91 78 91 55 
86 61 84 62 
7,8 62 75 56 
74 42 68 55 
57 57 
56,75 : 57 56:57 
1:1 1:1 


Il. 


Nitropentamminkobaltichlorid 


1 
06 + 


5,9 114,58 


114,58 

1 
ae 
96 18 
93 16 
91 14 





9,9 _ 
86 122 
7,6 115 


5,7 120 
63 90 
111,75 
1 
94 45 
85 66 
80 46 
75 40 
49,25 
111,75 : 49,25 
1:04 
1 
98 — 
83 144 


53 89 
113,5 
1 
86 118 
75 99 
71 70 
68 64 
56,5 
113,5: 86,5 
1:08 


(Xantokobaltchlorid) 


[co CNH), | Cl, 


Ohne Kobaltsalz 
2 3 4 
9.9 _- 9,9 9,9 
82 164 88 158 82 164 
7,0 146 _ 
5,1 142 
4,6 109 
140,25 


53 i64 


Durch Salz gehemmt 
» 


2 3 ' 
95 36 95 86 96 27 
93 27 93 27 93 27 
89 2 89 B 8,9 23 
83 26 84 24 83 = 26 
B 275 25,75 
140,25 : 28 153 : 27,5 164: 25,75 
1:0,2 1: 0,2 1:02 


Ohne Kobaltsalz 
2 
10,0 


5,9 114,58 


114,58 
Durch Salz gehemmt 
2 
9,5 45 
91 41 
83 41 
7,9 34 
40,25 
114,58 : 40,25 
1:04 
Ohne Kobaltsalz 
9 
9,8 
8,9 84 
82 77 
7,3 64 
6,5 59 
7 


Durch Salz gehemmt 
9 

92 55 

90 37 


85 31 
78 39 
71:40,5 
1:0,7 


Anmerkung: Die Zahlen tiber den zusammengehérenden Zahlenkolum: 











—_ 
nm = 


_ - or 


bes 


‘id 


Cu,o, K+ 10 


9,9 


8,2 164 


i64 


96 27 
98 27 
89 WB 
83 = 26 


164 : 25,75 





hlenkolumn: 
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Ul. 


Dinitrotetramminkobaltichlorid 
(Croceokobaltchlorid) 


/(NO,)27 
[coc fyi] cl 


CHAO, K-10* Cy,0, K - 10* 
Ohne Kobaltsaiz 
9 





1 2 
9,9 — 9,9 — 
84 148 88 158 
70 4151 — _- 
5,4 182 --- os 
42 124 - - 
137,5 153 
Durch Salz gehemmt 
1 2 
9,6 27 9,5 36 
0,6 13 9,5 18 
9B 14 94 ll 
9,3 9 9,0 14 
15,75 19.75 
187,5 : 15,75 158 : 19,75 
1: 0,12 1:0,13 
Obne Kobaltsalz 
1 2 
00 — 102 — 
86 131 8,6 148 
81 92 8,1 100 
65 94 7,1 79 
49 108 6,6 63 
105 97,50 
Durch Salz gehemmt 
1 2 
9,5 45 9,7 44 
9,4 27 —_ _— 
88 28 9,1 25 
18 36 5,6 26 
34 31,33 
105 : 34 97,50 : 81,33 
1:03 1:03 
Ohne Kobaltsalz 
i 2 
I, — 96 — 
85 124 7,9 169 
7,6 110 68 150 
61 103 5,0 142 
— _— 38 134 
112,33 148,75 
Durch Salz gehemmt 
1 2 
9,0 74 85 106 
8,5 62 7,9 85 
7,9 47 6,8 vi) 
7,2 45 6,0 68 
A7 83,5 
112,38 : 57 148,75 ; 83,5 
1:0,5 1:0,6 


besagen, da8 es sich innerhalb der Typenspalten um Parallelversuche handelt. 


IV. 
Trinitrotriamminkobaltriat 


/(NO,) 
Leo xa] 


Cu,0, K- 10 Cu,0, K - 10* 
Ohne Kobaltsaiz 





1 2 
10,2 — 10,0 os 
9,0 1087,2 93 630.4 
82 947.9 85 7058 
- -- 7,6 595,95 
6,0 7682 6,9 587,16 
934,40 617,32 
Durch Salz gehemmt 
1 2 
10,0 172 9,9 87,2 
10,0 86 98 87,7 
9,7 109,15 9,75 55,0 
9,7 72,76 9,6 59,1 
109,98 72,26 
984,4: 110 617,3 : 72,25 
1:0,1 1:0,1 
Ohne Kobaltsalz 
1 2 
10,2 a 10,0 -- 
8,4 1686,4 83 16184 
7,3 1452.8 7,1 1487,4 
— oss 53 1378,6 
43 12504 38 1400,7 
1463,2 147125 
Durch Salz gehemmt 
1 2 
10,0 = 172 98 1754 
98 173,7 9,6 177,38 
96  131,7 94 1343 
9,4 118,2 9,2 120,7 
148,9 152, 
1463 : 149 1471 : 158 
1: 0,1 1:0,1 
Ohne Kobaitsalz 
1 2 
98 _ 9,9 
7,9 1872 88 10238,2 
6,5 1783,2 8,0 9255 
48 549,95 68 815,65 
34 15825 58 774,08 
1684,4 884,6 
Durch Salz gehemmt 
1 2 
8,9 836,58 95 858,4 
84 6695 94 225.1 
78  495,7 89 231,25 
68 529,1 88 170,58 
682,7 246,32 
1684,4 : 682,7 885 : 246 
1:03 1:03 


¥ 
Kalium- 


Tetranitrodiamminkobaltriat 


CH,0, K- 10 


9S 
85 
7,6 
61 
538 


(Erdmannsches Salz) 


. (NO,) - 
[« O< (NH). K 
Cu,o, K-10 
Ohne Kobaltsalz 


2 
98 
124 ss * Gi 
110 as 
108 69 76 
89 61 69 
16,5 79 


Durch Salz gehemmt 


» 
9,5 27 9,6 Is 
9,4 18 9.5 14 
9,5 7 9,6 4 
95 5 95 5 
14,25 10,25 
106,5 : 14,25 79: 10,25 
1:0,13 1:0,138 
Ohne Kobaltsalz 
I 2 
10,1 ~ 10,0 - 
85 1495 82 17238 
7,6 12851 7,2 1426,7 
58 1204.45 5.2 14200 
46 11353 8,8 14007 
1268,27 1492.8 
Durch Salz gehemmt 
1 2 
10,0 86,4 9,7 264.6 
9,7 175,5 9,7 132,83 
9,4 155,95 9,2 181,1 
9,2 135,1 30 152.5 
138,24 180,0 
1268 : 188 1492,8 : 180 
1:0,11 1:0,12 
Ohne Kobaltsalz 
1 2 
10,1 _ 10,0 -- 
86 1896 86 1310 
- _ 75 1249 
6,0 1181 6,1 1073 
5,8 933 49 1033 
115383 1165 
Durch Salz gehemmt 
1 2 
9,7 351,0 9,8 175,4 
95 266,0 95 222.8 
9,0 2504 91 W048 
8,7 216.0 5,6 21838 
2708 205 


1158,3 : 270,8 


1165 : 205 
1:02 1:02 
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Uber den Formaldehyd als Ubergangsstufe zwischen der eigent- 
lichen Assimilation und der Kohlenhydratbildung in der Pflanze. 


II. Mitteilung. 


Von 


Martin Jacoby. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in Berlin.) 
(Eingegangen am 17. November 1921.) 


Vor einigen Jahren habe ich den Nachweis gefiihrt, da8 das Trocken- 
gewicht von griinen Blittern zunimmt, wenn man ihnen im Dunkeln 
gasformigen Formaldehyd zufiihrt!). Die naheliegendste Deutung dieser 
Versuche war, daB Formaldehyd direkt von den Blattern fixiert wird, 
zumal durch besondere Bestimmungen sichergestellt war, daB es sich 
um eine wirkliche und nicht durch Wasserverlust vorgetiuschte Zu- 
nahme des Trockengewichtes handelt. Der Befund stand im Einklang 
zu der Annahme Willstatters und Stolls?), daB bei der Assimilation 
Kohlensiure in Formaldehyd iibergeht. Aber ein Einwand war gegen 
die naheliegendste Deutung der Versuche doch méglich, der mir privatim 
von hervorragender Seite gemacht worden ist. Da der Einwand ex- 
perimentell priifbar ist, habe ich meine Untersuchung nach der be- 
treffenden Richtung hin ausgedehnt. 

In unseren Versuchen wurde den Blittern nicht nur Formaldehyd, 
sondern auch Sauerstoff zugefiihrt. So bestand die Méglichkeit, dal} 
der Aldehyd zunichst zu Kohlensiure oxydiert wird. Dabei wird 
Energie disponibel, welche dann die Verwertung der Kohlensiure ohne 
Hilfe der Sonnenenergie erméglicht. Dieser Einwand war leicht zu 
priifen. Man mufte nur den Sauerstoffgehalt des Luftstromes herab- 
setzen. Wenn trotzdem der Formaldehyd unvermindert fixiert wird, 
muB es sich um einen direkten Vorgang handeln. Dann sind eben dice 
Versuche eine Stiitze fiir die Auffassung des Formaldehyds als direkte 
Zwischenstufe zwischen Assimilation und Kohlenhydrataufbau. 

Die Versuche wurden im Sommer 1920 angestellt. Die Anordnung 
war ganz derjenigen nachgebildet, die sich mir bei den Versuchen der 


1) Diese Zeitschr. 101, 1. 1919. 
2) Unters. iib. d. Assimilation der Kohlensiure. Berlin 1918. 
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ersten Mitteilung bewahrt hatte. Durch ein Gebliise wird der Luft- 
strom zuniachst durch eine Flasche mit 50 ccm Wasser, dann durch 
cine Flasche mit 50ccm Kalilauge geleitet. Dann spaltet sich der 
Luftstrom, ein Strom geht durch eine Flasche mit Wasser, dann durch 
eine Flasche mit Formaldehyd. Der andere Teil des Luftstromes geht 
zunachst durch eine Pyrogallollésung, dann durch Formaldehyd. Die 
so vorbereiteten Gasstréme miinden dann in die VersuchsgefiiBe. Thre 
Kinrichtung haben wir friiher beschrieben. 

Wiederum war Tropaeolum majus die Versuchspflanze. Vor dem 
Versuch wurden die Pflanzen 48 Stunden im Dunkeln gehalten, auch 
der ganze Versuch wurde im Dunkeln durchgefiihrt. Die Blatter werden 
mit den Stielen durch feine Lécher durchgesteckt, die in einem breiten 
Korkstopfen angebracht sind. Der Korken sitzt auf einem zylindrischen 
GlasgefiB, das mit Wasser gefiillt ist. Nach dem Durchstecken der 
Stiele werden die Lécher mit Paraffin sorgfiltig verschlossen. So er- 
halten die Blitter von den Stielen aus dauernd Feuchtigkeit. Fir 
Feuchtigkeit wurde aber auch noch dadurch gesorgt, daB im Versuchs- 
gefaB eine Schale mit 20 ccm Wasser aufgestellt wurde. 

In zwei kurz zusammengefaBten Tabellen geben wir das experimen- 
telle Zahlenmaterial wieder. Die Versuchsstunden in beiden Tabellen 
verteilen sich immer auf drei aufeinanderfolgende Tage. 


Tabelle I. 

Sowohl bei den Pyrogallol- wie bei den Kontrollversuchen geht der 
Luftstrom vor dem Eintritt in die VersuchsgefaBe durch je 50 ccm 
einer 3,7 proz. Formaldehydlésung. Das Pyrogallol ist in Wasser gelést, 
bei der Kontrolle ist entsprechend Wasser vorgeschaltet. 





Pyro- |- Trockengewicht in % Trockengewicht in % 

. Stunden- —* 3 

N 1 
pone gallo 


A mit Pyro- | ohne Pyro- 
in g 


direkte Bestimmungen 
gallol | gallol 


30, | 5 | 11,5 12.37 | 11,58 11,34 
31 25 | 11,05 10,65 | 11,82 12,07 
34 50 | 10,76 10,46 | 11,59 12,00 
32, | 50 | 12,19 13,46 | 12,76 12.83 
| 29, | 50 | 14.98 14,79 | 14,75 14,16 
291/, 50 | 13,46 12,80 | 11,96 12,05 
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Aus den Versuchen geht zunachst eine sehr befriedigende Uberein- 
stimmung der direkten Trockengewichtsbestimmungen hervor. Der 
Durchschnitt der ersten 12 (6 x 2) Bestimmungen ergibt 12,41%, 
der Durchschnitt der zweiten Serie 12,39%. Ebenso geben die 6 Ver- 
suche mit und ohne Sauerstoffverminderung tibereinstimmende Werte 
(12,40 und 12,42%). Diese Werte stimmen also interessanterweise 
vollikommen mit den Trockengewichtsbestimmungen derselben Reihe 
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Tabelle IL. 
Je 2 Flaschen mit je 50cem (3,7%) Formaldehyd sind hinter- 
einander vor das entsprechende VersuchsgefiB geschaltet, bei der 
Kontrolle 2 Flaschen mit je 50 ccm Wasser. 











Trockengewicht in % Trockengewicht in °, 
Nr. Stunden- Se : 
zahl a are hers direkte Bestimmungen 
1} 32 12,93 10,82 12,17 12,67 
2}: 33*/, 12,93 10,81 12,09 12,53 
o |} 32 12,93 10,16 11,73 11,84 
4] 31 12,51 11,16 1,2¢ 11,29 
5 | 29%/, | 14,47 11,78 13,09 13,40 
6  30'/, | 14,91 12,16 13,25 13,37 


(12.41%) iiberein. Diese Ubereinstimmung ist aber nicht in dem Sinne 
zu deuten, daB der Formaldehyd keine Vermehrung der Trockensubstanz 
bewirkt hat. Vielmehr ist die Abnahme, die durch die 3tiagige Zer- 
setzung (Autolyse?) erfolgt, in diesen Versuchen gerade zufillig aus- 
geglichen. Das beweisen iiberzeugend die 6 Versuche, in denen der 
Aldehydversuch und die Kontrolle direkt verglichen wurden. Wie in 
den friiheren Versuchen ist auch hier eine erhebliche Vermehrung auf 
der Aldehydseite (13,45 gegen 11,15). Die Trockensubstanzbestimmun- 
gen sind in den Kontrollen, die der Autolyse ausgesetzt waren, also 
kleiner als die direkten Bestimmungen (11,15 gegen 12,41). In gleichem 
Sinne waren auch diese Unterschiede in der ersten Arbeit ausgefallen, 
was dort nicht deutlich hervorgehoben war (0,2 — 0,7 —1,1% ge- 
ringeres Trockengewicht als in den direkten Kontrollen). 

Es steht also fest, daB unter Versuchsbedingungen, die auBer- 
ordentlich gute Ubereinstimmung geben, durch Formaldehyd eine be- 
trichtliche Steigerung der Trockensubstanz erfolgt, daB diese Zunahme 
von der Sauerstoffzufuhr durchaus unabhingig ist. 

Das Resultat der vorigen Mitteilung ist also durchaus weiter ge- 
sichert, aber die Untersuchungen werden weitergefiihrt. Was zuniichst 
aus dem Formaldehyd wird, der durch die Blatter fixiert wird, ist 
noch eine offene Frage, 
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Zur Biologie des Influenzabacillus. 


Von 


Kite Frankenthal. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in Berlin.) 


(EHingegangen am 17. November 1921.) 


In einer friiheren Arbeit haben Jacob y und ich’) nachgewiesen, daB 
das Histidin bis zu einem gewissen Grade imstande ist, das Himoglobin 
bei der Kultur der Influenzabacillen zu ersetzen. Es gelang uns, auf 
Histidin-Agar ein deutliches Wachstum der Influenzabacillen zu er- 
zielen, was auf gewoéhnlichem Agar nicht méglich war. Es erhob sich 
nun die Frage, wie die Bacillen das Histidin verarbeiten. Aus den Ar- 
beiten von Barger und Dale?), Kutscher*), Ackermann’), Ber- 
thelot und Bertrand®) sowie Mellanby und Twart®) ist bekannt, 
daB eine Anzahl Mikroben imstande sind, Histamin aus Histidin zu 
bilden. O’Brien’) hat 30 Bakterienarten gefunden, die zu dieser Um- 
bildung befiahigt sind; sie scheint also sehr leicht zu erfolgen. Da nun 
das Histidin fiir das Fortkommen des Influenzabacillus gerade eine so 
bedeutungsvolle Rolle spielt, so war es sehr wohl méglich, daB auch 
in den Influenzakulturen Histamin gebildet wird. Ebenso méglich war 
es aber auch, daB das Histidin gerade deswegen von den Influenza- 
bacillen anders verwertet wird, weil es fiir ihren Aufbau irgendwie 
verwertbar ist. 

Um diese Frage zu entscheiden, ziichtete ich zunichst auf einer 
nach den Angaben von Lewinthal bereiteten Blutbouillon eine In- 
fluenzakultur. Es wurde ein iippiges Wachstum erzielt. Die Reinheit 
der Kulturen wurde durch Uberimpfung auf gewohnlichen Agar und 
auf Lewinthals Blutagar gepriift. Erstere Uberimpfung ging nie an, 
letztere stets. 


1) Diese Zeitschr. 122, 100. 1921. 
*) Journ. of the Americ. chem. soc. 97. —- Centralbl. f. Physiol. 24. 
3) Centralbl. f. Physiol. 24. - 

4) Zeitschr. f. physiol. Chem. 65. 

*) C. r. 154, 1643. 

6) Americ. Journ. of physiol. 45. 

7) Zit. nach Barger, Handb. d. biochem. Arbeitsmeth. 8. 
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Da das Histamin auf biologischem Wege durch seine Reaktion am 
Uterus nachgewiesen werden sollte, war es zunichst nétig, eine Methode 
zu haben, um evtl. in der Bouillon vorhandenes Histamin von dem 
Pepton zu trennen, da das Pepton ahnlich wie das Histamin eine stark 
kontrahierende Wirkung auf den Uterus ausiibt. Ich ging in folgender 
Weise vor: 

10 cem Nahrbouillon wurden zur Trockene eingedampft, der Riickstand 
mit heiSem Chloroform und heiBem, absolutem Alkohol extrahiert, filtriert, 
das Filtrat wiederum zur Trockene eingedampft und der Riickstand in Ringer- 
lésung aufgenommen. 

Die so gewonnene Lésung hatte keinerlei Wirkung auf den iiber- 
lebenden Meerschweinchenuterus, das Pepton war also darin nicht mehr 
vorhanden. Eine nach derselben Methode behandelte Bouillon, der 
1 mg Histamin zugesetzt war, ergab bei der Priifung am Uterus einen 
deutlichen Ausschlag. Es gelingt also mit dieser Methode gut, das 
Histamin von dem Pepton in der Bouillon zu trennen. Die Versuche 
wurden mehrfach wiederholt und ergaben stets das gleiche Resultat. 

Jetzt wurde eine 48 Stunden in Lewinthalbouillon gewachsene 
Influenzakultur in gleicher Weise extrahiert und die Wirkung auf den 
Uterus des Meerschweinchens gepriift. Wenn mehr als Spuren von 
Histamin in der Bouillon gebildet werden, muBten sie ja auf diese Art 
nachweisbar sein. Es ergab sich aber, daB der aus der Influenzabouillon 
gewonnene Extrakt auf den Uterus nicht die geringste Wirkung hat. 
Es sind also keine nachweisbaren Mengen Histamin darin vorhanden. 
Eine in Ringerlésung aufgeschwemmte, 24 Stunden alte Agarkultur 
war ebenfalls wirkungslos. 

Der Ausschlag, der durch die mit Chloroform und Alkohol extrahierte 
Histaminbouillon erzielt wird, ist geringer als der einer entsprechen- 
den Menge Histaminlésung. Immerhin geht die Hauptmenge des 
Histamins in den Extrakt, und es diirfte durch obige Versuche erwiesen 
sein, daB jedenfalls keine erheblichen Mengen in der Influenzakultur 
gebildet werden. Die Verwertung des Histidins durch die Bacillen 
muB also in anderer Weise erfolgen. 

Vielleicht ist die Decarboxylierung des Histidins, die anscheinend 
so verbreitet ist, die Reaktion, welche bei denjenigen Mikroben in Frage 
kommt, fiir die das Histidin nicht wesentlich ist. Bei den Influenza- 
bacillen wird es im Gegensatz dazu méglicherweise entweder direkt 
assimiliert oder erst tiefer bis zu den Kerrien abgebaut und dann so 
verwertet. Jedenfalls haben auch diese Versuche wieder ein charak- 
teristisches Verhalten der Influenzabacillen gegeniiber dem Histidin 
ergeben. 








Uber den Glykogengehalt der wei8en Blutkérperchen'). 


Von 
J. de Haan. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Groningen.) 


(Eingegangen am 19. November 1921.) 


Das Glykogen wird in fast siimtlichen Kérperzellen gefunden ; seine 
Anwesenheit ist jedoch nicht immer der Ausdruck analoger Zellprozesse ; 
bisweilen kommt es als Vorratkohlenhydrat vor in den Zellen in der 
Mitte des vollen Lebens (Leberzellen), oft jedoch ist sein Vorkommen 
der Ausdruck bestimmter nekrobiotischer Prozesse in den Zellen (ab- 
sterbende Epithelzellen, schnell wachsende Tumoren). 

Meine Aufmerksamkeit wurde auf das in den Leukocyten vor- 
handene Glykogen gelenkt, als ich einem Tropfen Exsudatleukocyten 
eines Kaninchens, welche ich in der iiblichen Weise?) Amylum oryzae 
hatte aufnehmen lassen, zur Firbung des Amylums auf dem Objekt- 
trager einen Tropfen einer JJK-Lésung zusetzte ; es war jetzt auffallend, 
daB die bei den Kaninchen sehr grobkérnigen Leukocytengranulae 
sich geradezu braunschwarz firbten, ja selbst blieb meistenteils diese 
Braunfairbung nicht auf die Granulae beschriinkt, sondern fairbte auch 
das ganze Protoplasma sich in intensiver Weise mit Ausnahme des 
Kernes. 

Bei einer groBen Zahl ahnlicher Untersuchungen an den Leukocyten 
des Pferdeblutes hatte ich diese Erscheinung nie beobachtet ; es erhielten 
diese Zellen nur die normale gelbe Jodfarbe. Zwischen den braun 
granulierten Zellen zeichneten sich bei den Exsudatzellen die nicht ge- 
farbten, mehr durchscheinenden mononucleiren Zellen scharf ab. 

Es wiirde méglich gewesen sein, daB wir es hier nur mit einem 
besonderen Verhalten der Leukocyten des Kaninchens zu tun hitten, 
z. B. dadurch verursacht, daB die Granulation der Zellen beim Kaninchen 


1) Eine vorlaufige Mitteilung iiber diesen Gegenstand findet sich schon in 
der Doktordissertation des Verf.: ,,Bydrage tot de kennis der levensverschijn- 
selen van witte bloedlichaampjes“, Groningen 1920. 

2) J. de Haan, Doktor-Diss. Groningen 1920.— Dazu auch Dtsch. med. 
Wochenschr. 1918, Nr. 5. —- Arch. néerland. de physiol. 2; 674. 1918. 
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eine viel grobere ist als bei anderen Tieren. Es wurde jedoch in den 
ebenfalls grob granulierten Zellen im Blute des Kaninchens die Reaktion 
niemals in diesem Mabe angetroffen; jedoch war sie wieder konstant 
und stark vorhanden in den Exsudatzellen des Meerschweinchens und 
der Ziege. 

Allem Anschein nach lag hier ein Beispiel vor der sog. Jodo- 
philie der Leukocyten. Die Deutung dieser Erscheinung ist viel um- 
stritten. Mit allgemeinen Untersuchungen iiber die Leukocyten be- 
schiftigt, fand.ich mich bald veranlaBt, diese Erscheinung niher zu 
untersuchen. 


Schon Ranvier?) hatte bemerkt, da8 nach Behandlung mit Jodlésung von 
Leukocyten braune Tropfen sich lésen. Ehrlich?) beschrieb die Erscheinung aus- 
fiihrlich, deutete die braunen Kérnchen als Glykogen und teilte zugleich eine Methode 
mit, mittels welcher mikroskopisch im fixierten Priparat dieses Glykogen nach- 
gewiesen werden konnte: Er setzte zu diesem Zweck der Lugolschen Jodlésung 
Gummi arabicum zu bis zur Sirupkonsistenz, damit die bekannte Léslichkeit des 
Glykogens in Wasser verhindert wiirde. Es zeigte sich nun, da} im Eiter die 
Reaktion meistens positiv ist, im normalen Blute jedoch nur selten, und dann nur 
bei vereinzelten Zellen; Ehrlich neigte deshalb zur Meinung, daB die weiBen 
Blutkérperchen, indem sie aus dem strémenden Blute auswandern, eine eigen- 
tiimliche Veranderung erfahren, welche sich u. a. nach einer gewissen Zeit in 
dem Auftreten des Glykogens aiuBern wiirde. In den Jahren zwischen 1890 und 
1905 haben sich viele Forscher mit der Frage befaBt, ob im Blute die Glykogen- 
reaktion normal vorhanden ist oder nicht; bald nach der Mitteilung Ehrlichs 
wurde die Meinung verkiindigt, daB das Vorhandensein einer groBen Zahl jodo- 
philer Zellen im Blute ein Beweis dafiir sein sollte, daB irgend im Kérper ein Eiter- 
herd oder ein InfektionsprozeB vorhanden wire; es wurde nimlich konstatiert, 
daB beide oft zusammengingen. Im AnschluB an diese Meinung wurde dann die 
Jodophilie als eine Reaktion der Leukocyten auf die Ursache der Infektion be- 
trachtet, und zwar auf das Vorhandensein spezifischer Bakterienprodukte; es war 
zumal Kaminer’), der sich in diesem Sinne aiuBerte auf Grund einer groBen Zahl 
Untersuchungen. Als es sich jedoch zeigte, daB Jodophilie im Blute sich ebenso 
vorfand bei sterilen Abscessen, fand man sich genétigt, eine ahnliche Wirkung den 
Stoffen zuzuschreiben, welche letztere verursachten. Es kam zu einer verwirrenden 
Diskussion iiber den Wert der Reaktion als differentielles Diagnosticum zwischen 
verschiedenen Infektionskrankheiten und bei einigen Blutkrankheiten. Die ver- 
schiedenen Meinungen wurden dadurch verursacht, daB die Jodreaktion sehr ver- 
schieden ausfillt, je nachdem sie in verschiedener Weise zur Ausfiihrung kommt, 
sei es nach Ehrlich mit Jodgummi oder mit Jodglycerin; auf diesen Unterschied 
wurde von A. Wolff*) gewiesen. Und alles wurde noch mehr verwickelt, als ein 
Teil der Untersucher anzuzweifeln begann, ob wirklich diese positive Jodreaktion 
der Leukocyten im Blute auf Glykogen zuriickzufiihren wire ; so waren A. Czerny’) 


2) Ranvier, Prog. méd. 1877, S. 422. 

2) Siehe u. a. Ehrlich und Lazarus, Die Animie, in Nothnagels Pathol. 
Therap. 1899. 

3) Siehe u. a. Berl. klin. Wochenschr. 1899, Nr. 6. 

4) Zeitschr. f. klin. Med. 51, 407—427. 

5) Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 31, 190. 
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und auch Zollikofer') der Meinung, daB es sich hier um eine Vorstufe des Amy- 
loids handelt. Zollikofer gibt weiterhin eine Abainderung der Reaktion an, 
indem er das Blut in noch feuchtem Zustande Joddimpfen aussetzte; die Reaktion 
war dann noch positiv bei nahezu allen weiBen Blutkérperchen, auch im normalen 
Blute. A. Wolff konnte dies bestitigen, war jedoch der Meinung, daf mit der 
Xeaktion Glykogen nachgewiesen wurde; er meinte weiterhin die Kontroverse 
zwischen den Resultaten Zollikofers und anderer dadurch erkliren zu kénnen, 
da er annahm, da das Glykogen zwar in allen Blutkérperchen vorhanden wire, 
im normalen Blute jedoch in einer sehr ,,léslichen‘‘ Modifikation; demzufolge soll 
schon das Eintrocknen des Priparates bei der Ehrlichschen Reaktion die Lésung 
desselben aus den Zellen herbeifiihren. In pathologischen Fallen jedoch, wie 
im Eiter, und bei gewissen Infektionen auch im Blute, wiirde das Glykogen sozu- 
sagen ,,verfestigt** werden, schwieriger sich lésen, und auch mit der Ehrlichschen 
Methodik nachweisbar sein. Wolff betrachtet dann dies pathologische, weniger 
leicht sich lésende Glykogen, also die Jodophilie nach der gew6hnlichen Methodik, 
als ein Symptom beginnender Zelldegeneration; dieser letzten Meinung wird von den 
meisten Forschern angehangen, so von Zollikofer, Katsurada*) und zumal 
Sorochowitsch’). Nach Wolff sollte bei der weiterschreitenden Nekrobiose 
alles Glykogen schlieBlich wiederum aus den Zellen verschwinden; demzufolge 
wiirde in altem Eiter die Glykogenreaktion éfters negativ ausfallen. Dieser degene- 
rativen Auffassung gegeniiber waren z. B. Ehrlich und Best*) der Meinung, da8 
die Zustandsinderung in Leukocyten, welche die positive Glykogenreaktion ver- 
ursacht, als ein Zeichen erhéhter Zellwirksamkeit zu betrachten ist. Best fand 
in Schnitten von einem Infektionsherde eine positive Reaktion in allen Zellen 
der Umgebung des Herdes, deren Vorhandensein als eine Reaktion des Gewebes 
auf den Entziindungsreiz betrachtet werden soll. 


Es gibt also groBe Meinungsunterschiede tiber die Deutung der 
Reaktion. Man ist nicht einig dariiber, ob es tiberhaupt Glykogen ist ; 
weiter ob die Reaktion auch den Blutleukocyten eigen ist, und schlieB- 
lich nicht, ob die Reaktion auf einen DegenerationsprozeB oder auf eine 


sehr lebensfihige Zelle hindeutet. 


Es kann dies ja auch nicht wundernehmen, wo ja die Jodreaktion etwas sehr 
wechselndes ist, und nicht beweisend ist fiir das Vorhandensein von Glykogen in 
der Zelle. Man hat bemerkt, daf8 das Glykogen, welches an sich wasserlislich ist, 
dennoch in Organschnitten diese Léslichkeit in sehr wechselnder Weise zeigt. 
Man hat deshalb einen Unterschied getroffen zwischen einem léslichen und einem 
unléslichen Glykogen, welches Betragen von einer verschieden starken Bindung 
an gewisse Zellbestandteile abhangig sein wiirde. In verschiedenen Zellen sollte es in 
verschiedener Modifikation vorhanden sein. So wird in Ehrlichs Enzyklopadie 
der mikroskopischen Technik im Artikel ,,Glykogen‘‘ von Lubarsch auch dieser 
Unterschied getroffen und werden dort, wahrscheinlich auf Grund des von ver- 
schiedenen Forschern erwahnten Verlaufes der mikroskopischen Reaktion, Ge- 
webe und Organe eingeteilt; nach diesem Prinzip sollten die Leukocyten, offenbar 
auf Grund der obengenannten Publikation Wolffs, ein sehr lésliches Giykogen 
enthalten. Da8 jedoch mit einer verschiedenen Léslichkeit nicht alles erklart wird, 


1) Inaug.-Diss. Bern 1899. 

*) Zieglers Beitrige z. allg. Path. u. pathol. Anat. 32, 173—192. 
3’) Zeitschr. f. klin. Med. 51, 245. 1903. 

4) Zieglers Beitrige z. allg. Path. u. pathol. Anat. 33. 1903. 
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glaubte schon Best"); er ist der Meinung, daB das Glykogen in den Zellen oft 
nicht als reines Glykogen vorhanden ist, sondern mehr oder weniger fest gebunden 
an eine ,,Tragersubstanz‘‘; demzufolge wiirde die Anwesenheit verhiillt’ sein 
kénnen. Auch Max Bleibtreu und Kan Kato?) weisen darauf hin, daB, ab- 
hangig vom Stoffe, an welchen das Glykogen gebunden ist, die mikroskopische 
Jodiumreaktion oft versagt, auch wenn durch direkte chemische Analyse dessen 
Vorhandensein bis in Prozenten nachgewiesen ist. Wir kénnen daraus schlieBen, 
daB eine negative Jodreaktion die Abwesenheit von Glykogen nicht beweist; wir 
haben jedoch oben gesehen, da8 auch die positive Reaktion nicht unumstritten 
nur auf Glykogen hindeutet. Neukirch*) weist darauf hin, daB verschiedene 
Methoden des mikroskopischen Giykogennachweises oft entgegengestelltes Re- 
sultat geben; bei Leukocyten mit deutlicher Jodophilie ist die Carminfairbung 
nach Best immer negativ; jede positive Reaktion sollte nur dann fiir Glykogen 
beweisend sein, wenn nach Behandlung mit Speichel oder Diastase die Reaktion 
verschwindet. Nach letzterer Publikation konnte ich in der Literatur iiber die 
Jodophilie der Leukocyten keine Arbeit mehr finden, welche einen anderen Ein- 
blick gibt. Nur fand ich einen Artikel von Reiss‘), welcher im AnschluB an eine 
Untersuchung iiber den jodophilen Stoff im gonorrhoischen Eiter die Meinung 
veitritt, daB die jodophile Substanz nicht identisch ist mit Glykogen, auch nicht 
ein Symptom eines degenerativen Prozesses, sondern eine Verstarkung biologischer 
Zellprozesse. 

Auf eine Arbeit Haberlandte*; komme ich weiterhin in anderer Beziehung 
zuriick. 


Wenn wir an erster Stelle die Frage der Léslichkeit des Glykogens 
kritisch betrachten, muB die Annahme Wolffs, daB in normalen Leuko- 
cyten das Glykogen sehr leicht in der Umgebung sich lésen wiirde, sehr 
unwahrscheinlich geachtet werden. Ist ja das Glykogen ein Reservestoff, 
welcher als Kolloid ganz gewib die Zellmembran normaler Zellen nicht 
in leichter Weise ungehindert passieren kann; héchstens moéchte es 
sich hier um ein leicht zersetzliches Glykogen handeln. DaB die Léslich- 
keit auch beim ,,léslichen* Glykogen nicht so groB ist, dessen kann man 
sich in leichter Weise iiberzeugen, wenn man von einer alkoholfixierten 
Leber mit starker Glykogenreaktion Gefrierkoupes anfertigt, und letztere 
teilweise in Alkohol, teilweise in Wasser und zur Kontrolle in Speichel 
wihrend mehreren Stunden im Brutschranke liegen laBt. Wahrend 
im Speichel alles Glykogen verschwindet, ist auch im Wasser nur 
noch sehr wenig Glykogen ausgezogen; die Braunfirbung durch Jod- 
lésung ist fast noch ebenso stark als im Alkoholschnitt; also auch in 
diesen sehr diinnen Schnitten wird vom Zellprotoplasma, auch wenn 
es nach der Fixation nicht mehr undurchgingig ist, das Glykogen ziem- 
lich stark festgehalten. 


1) Le. 

2) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 127, 118. 1909. 

3) Zeitschr. f. klin. Med. 70, 251—256. 

4) Przeglad lekarski 1917, H. 2—3; zit. nach dem Referat in Jahreskurse fiir 
airztliche Fortbildung 1918, Rundschau. 

5) Zeitschr. f. Biol. 70, 348. 1919. 
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Wie wenig Wert weiterhin der positiven Jodreaktion beizumessen 
ist, wird klar, wenn man sieht, wie nach der Jodmethode Ehrlichs 
und ebenso nach der Zollikoferschen Modifikation, auch die roten 
Blutkérperchen sich braunschwarz anfirben; von vielen wird auch dies 
als Glykogen gedeutet ; dennoch ist wohl sicher, daB in den roten Blut- 
kérperchen das Glykogen nicht anders als in Spuren vorhanden sein 
kann. 

Aus dem Gesagten ist ersichtlich, daB mit der Jodreaktion, auch 
wenn kombiniert mit der Speichelkontrolle, die Frage des Glykogen- 
gehaltes nicht gelést werden kann. Dennoch bleibt es interessant, daB 
die Leukocyten sich nur in bestimmten Umstianden mit Jod braun 
anfirben, in anderen nicht; es weist dies jedenfalls auf Zustandsinde- 
rungen der Leukocyten hin. Damit jedoch tiber die Rolle, welche dem 
Glykogen dabei zukommt, geurteilt werden konnte, war es ndétig, die 
Menge des Glykogens chemisch direkt zu bestimmen. 

Mittels chemischer Analyse gelang es schon Salomon!) und spiter auch 
Huppert?), aus Eiter Glykogen zu bereiten. Auch Blut wurde in dieser Hinsicht 
untersucht, jedoch mit nicht iibereinstimmendem Resultat. Kaufmann*) fand 
meistens eine geringe Menge von 10—25 mg pro 1 im Blute verschiedener normaler 
Tiere, einen starken Anstieg jedoch bei Diabetes. Andere Untersucher hatten 
mit dem Blute nur negative Resultate. In der iiberwiegenden Mehrzahl der Fille 


wurde der sog. Glykogengehalt nur mikroskopisch nach der Jodophilie der Leuko- 
cyten bestimmt. | 


Als ich die Braunfarbung durch Jod bei frischen Exsudatleukocyten 
zum ersten Male konstatierte, iiberlegte ich, ob es méglich wire, daB 
es sich in meinem Fall um eine Glykogenbildung in den Leukocyten 
handelte als Folge der bei der Technik der Exsudaterhaltung ver- 
wendeten Starke oder Stirkekleister (siehe die weiterhin kurz be- 
schriebene Methodik). 


» Eine derartige Bildung nimmt z. B. Zabolotny*) an auf Grund einer Unter- 
suchung iiber die Resorption der Starke nach intraperitonealer Injektion der- 
selben; und ebenso O kasaki’), welcher das Los des in die Blutbahn eingespritzten 
Amylums erforschte. Auch Haberlandt, der in friiheren Schriften®) die Még- 
lichkeit eines intracellularen Stirkeumsatzes in den Leukocyten nachgewiesen hat, 
betont in einer jiingst erschienenen Arbeit’), daB sich dabei die Bildung von Gly- 
kogen aus der eingenommenen Starke nachweisen laBt auf Grund der eintretenden 
positiven Jodfairbung. 








1) Zentralbl. f. Physiol. 1892, 8S. 512. 

°) Ebenda 1892, S. 394. 

8) C. R. S. d. B. 4%, 665—6ps. 

4) Russ. Arch. f. Path., klin. Med. u. Bakt. 9, 402. 

5) Sci. J. Kwai Med. J. 1917, 101; zit. nach dem Referat in Physio. Abstracts 
III, Nr. 910. 

6) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 132, 175—204. 

7) Le. 1919. 
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Falls sich wirklich eine Glykogenbildung aus Starke nachweisen 
lieBe, wiirde dadurch zugleich an die Auffassung, daf die Jodophilie 
als eine degenerative Erscheinung aufzufassen sei, nicht mehr fest- 
gehalten werden kénnen. 

Dies zu untersuchen, verwendete auch ich zuerst die Intensitat der 
Braunfirbung als MaB der Glykogenmenge; bald zeigte sich jedoch, 
daB die Braunfirbung in den ExsudatzelJen in vollkommen 
iibereinstimmender Weise und Starke auftrat, ob das 
Exsudat nur einige Stunden alt war, oder 1—2 Tage, und 
weiterhin, daB ebenso dieselbe Jodophilie vorhanden war, 
wenn zur Erhaltung des Exsudates keine Stirke, sondern 
nur NaCl 0,9°% oder eine andere nicht Starke enthaltende 
Flissigkeit verwendet wurde. Die Reaktion bildete sich also nicht 
allmahlich aus unter dem EinfluB der Starke, sondern vielmehr war 
festzuhalten an der alten Auffassung Ehrlichs, da mit der Aus- 
wanderung aus dem Blute die Leukocyten sich in eigentiimlicher Weise 
abindern. 

Als Regel fiihrte ich die Reaktion der Weise aus, daB einem Tropfen 
der Leukocytensuspension auf dem Objekttriager ein kleiner Tropfen 
der unverdiinnten Lugolschen Mischung (J 1, KJ 2, Aqua dest. 100) 
zugesetzt wurde, also eine feuchte Farbung im Sinne Zollikofers, 
ohne daB jedoch ein nachtragliches Eintrocknen des Priparates folgte. 
Wo unter dem Einflu8 des Jodes auf die frischen Leukocyten die Deut- 
lichkeit der Reaktion schnellstens infolge Cytolysis gestért wird, waren 
die Zellen vorher durch Zusatz eines Tropfens Osmiumsiaure an die 
Fliissigkeit fixiert. Wie schwierig jedoch aus diesen Zellen im lebenden 
oder fixierten Zustande das Glykogen sich lést, zeigte sich dadurch, 
daB selbst nach 24 Stunden die Reaktion in beiden Fallen noch positiv 
war. 

Die Jodophilie war jedoch aus schon erwahnten Griinden nicht die 
geeignete Methode, den ProzeB der Glykogenbildung, i.c. die Ab- 
lagerung unter dem Einflu8 der Stirke zu verfolgen. Wohl zeigte sich, 
daB mit dieser Reaktion in unserem Fall wenigstens Glykogen nach- 
gewiesen wurde, denn im fixierten eingetrockneten Praparat schwand 
die Reaktion nach Speichelbehandlung. 

Zur genauen Untersuchung war jedoch die chemische Analyse not- 
wendig. Ich habe dazu die bewahrte Pfliigersche Methode zum Auf- 
schlieBen und Bestimmung des Glykogens aus den Geweben zu einer 
fiir meinen Fall verwendbaren Mikromethode umgearbeitet. 

Es folgt hier jetzt neben der Beschreibung der Technik dieser Be- 
stimmung zugleich die Methode, mittels welcher geniigende Mengen 
Leukocyten erhalten wurden, sei es aus dem Blute, sei es aus Ex- 
sudaten. Selbstredend konnten nur Leukocytenansammlungen §ver- 
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wendet werden, welche méglichst frei waren von anderen Beimischungen, 
deren etwaiger Glykogengehalt stéren kénnte. 


Methodik. 

Zur Isolierung der Leukocyten des Blutes wurde die Technik verwendet, wie 
dieselbe fiir Phagocytosebestimmungen im hiesigen Institut iiblich ist und wie sie 
schon an manchen Stellen beschrieben worden ist!). Das Blut wird in ein Citrat- 
kochsalzgemisch aufgefangen und beim Stehenlassen senken sich schnell die roten 
Blutkérperchen; die obenstehende Suspension von weiBen Blutkérperchen wird 
abpipettiert und durch Zentrifugieren gewaschen. Diese Methode ist jedoch nicht 
allgemein verwendbar fiir alle Tierarten, sondern nur fiir diejenigen, deren rote 
Blutkérperchen in kurzer Zeit nach der Blutentnahme im Glasgefi® zu Boden 
sinken!). Es gilt dies am schénsten fiir Pferdeblut, jedoch unter gewissen Bedin- 
gungen auch fiir Schweineblut?) (weibliche Schweine, Erwirmung auf 37°); dazu 
auf Grund des Befunds Fahreaus*) allem Anschein nach, was den Menschen 
(und auch verschiedene Tiere) anbelangt, bei allen schwangeren Individuen; nach 
Plaut*) bei verschiedenen luetischen Krankheiten. 

Es gelingt in dieser Weise z. B. vom Pferde eine Suspension zu erhalten, welche 
fiir weitaus den gréBten Teil nur die Leukocyten des Blutes enthiilt. 

Um emigrierte Exsudatleukocyten zu erhalten, habe ich*), auf bekannte 
Prinzipien. stiitzend, eine Methode ausgearbeitet, mittels welcher es gelingt, in 
wenigen Stunden iiber geniigende Mengen derselben zu verfiigen. Die Methode 
besteht kurz gesagt darin, daB einem erwachsenen Kaninchen etwa 200 ccm einer 
Kochsalzlésung oder einer damit iibereinstimmenden Lésung in die Bauchhdhle 
eingespritzt werden (z. B. Ringerlésung oder verdiinntes Serum); der Kochsalz- 
lésung kann ein Zusatz von etwa 0,5% Starkekleister zugegeben werden, aber dies 
ist durchaus unnétig. Etwa 3—5 Stunden spiiter, oder auch am nichsten Tage, 
3—5 Stunden nach wiederholter Injektion, kann mittels Punktion mit Troikart 
ein Teil der injizierten Fliissigkeit, mit Leukocyten vermischt, in leichter Weise 
ausgehebert werden und in eine Citratkochsalzlésung aufgefangen, damit keine 
Gerinnung eintrete. Die Menge der Leukocyten, durch Zentrifugieren in kali- 
brierten Réhrchen gemessen, variiert von 0,1—0,3 ccm nach einmaliger und von 
0,5 bis mehreren ccm nach wiederholter Injektion. Wenn ein Kaninchen schon 
ein oder mehrere Male verwendet worden ist, geht der Zuflu8 von Leukocyten 
viel schneller vonstatten. Die ausgewanderten Zellen bestehen zu 90—95% aus 
polynucleiren Leukocyten. 

Die Bestimmung des Glykogens gestaltet sich folgendermaBen: 

Die erhaltene Leukocytensuspension wird schnell ein- oder zweimal mittels 
NaCl 0,994 ausgewaschen und vom Sedimente mit Hilfe von wenig NaCl 0,99 
eine dicke Suspension hergestellt. Die Menge der darin vorhandenen Leukocyten 

1) Siehe u. a. H. J. Hamburger, Physikalisch-chemische Untersuchungen 
iiber Phagocyten. Wiesbaden 1912; dazu auch den Artikel ,,Die Technik des 
Arbeitens mit Phagocyten zu biologischen Zwecken“ in Abderhaldens Handbuch 
der biochemischen Arbeitsmethoden 9. 

2) Siehe dariiber de Haan, diese Zeitschr. 86, 298. 1918. 

3) Diese Zeitschr. 89, 355. 1918. 

4) Miinch. med. Wochenschr. 10, 279. 1920. 

5) De Haan, Dokt.-Diss. Groningen 1920; siehe auch Arch. néerland. de 
physiol. 2, 4, 676. 1918. Die Methode wird ausfiihrlich beschrieben werden in 
einem Artikel Hamburgers fiir Abderhaldens Handbuch der biologischen 
Arbeitsmethoden. 
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wird dann mittels der Himatokritmethode bestimmt. Ein bestimmter Teil dieser 
Suspension wird darauf mittels Pipette in ein kalibriertes Zentrifugerohr mit ein- 
geschliffenem Glasstépsel iibergefiihrt; die Teilstriche der Réhre gehen bis etwa 
0,1—0,05 com; die Wanddicke ist etwa 0,75 em; die GréBe laBt man je nach der 
zu untersuchenden Menge Leukocyten von 2—15 ccm wechseln. Die GréBe der 
dhre ist so gewiihlt, daB dieselben samt ihrem Stépsel zentrifugiert werden kénnen, 
und zweitens, da8 siimtliche weitere MaBnahmen in diesen Réhren vorgenommen 
werden kénnen; fiir letzteren Zweck wihlt man die GréBe der Rohren fiir jeden 
Versuch derweise, da der Inhait mindestens ums Zwolffache die zu erwartende 
Leukocytenmenge iibertrifft. In diesen Réhren wird zuerst wiederum schnell die 
Suspension wihrend etwa 5 Minuten zentrifugiert, die Héhe des Leukocyten- 
siiulchens abgelesen und mit dem aus der Himatokritbestimmung berechneten 
Wert verglichen, und nun mioglichst vollstiindig die obenstehende Fliissigkeit 
abgegossen. Dem Sedimente wird jetzt das gleiche Volum an 60 proz. Kalilauge 
zugesetzt, und in einem runden, geeigneten Stativ, welches fiir mehrere Réhrchen 
Platz bietet, in ein Wasserbad aufgehingt und mit geschlossenem Stépsel (im 
Anfang dann und wann zu liiften) wihrend 2 Stunden gekocht. Nach kurzer Zeit 
ist alles zu einer braunen bis braunroten Masse verfliissigt; nach 2 Stunden wird 
abgekiihlt, dasselbe Volum an Wasser zugesetzt und darauf zu diesem Gemisch 
das doppelte Volum an absolutem Alkohol (oder Alkohol 96%); bei der so 
erhaltenen Alkoholkonzentration von 66° schligt alles Glykogen entweder schnell 
und grobflockig oder etwas langsamer nieder; man laBt den Niederschlag wahrend 
der Nacht sich absetzen. Das Gesamtvolum der Fliissigkeit betrigt jetzt das 
Zwiélffache vom urspriinglichen Leukocytenvolum, und deshalb ist auch die 
GréBe der Réhre, wie oben gesagt, so zu wiihlen, da® alles in diesen Réhren vor- 
genommen werden kann. 


Am niachsten Tage (man kann auch nach einigen Stunden schon damit anfan- 
gen) wird nun das Sediment gewaschen; damit die Verluste zum Minimum be- 
schrankt werden, findet auch dieses Waschen mittels der Zentrifuge statt. Zuerst 
wird das gebildete Sediment mittels Zentrifugierens wihrend 2—3 Minuten voll- 
standig abgesetzt und das obenstehende alkoholische Kali abgegossen. Jetzt wird 
wiederholte Male, jedesmal nach tiichtigem Umschiitteln des Bodensatzes, mit 
Alkohol 66% angefiillt und wiederum zentrifugiert, damit alle gelésten Bestandteile 
entfernt werden. Darauf wird in derselben Weise mit Alkohol absolutus, mit Ather 
und wiederum mit Alkohol absolutus gereinigt; nachdem letzterer abgegossen ist, 
werden die Réhrchen offen wiederum im Stativ im kochenden Waseerbad gehangt; 
in wenigen Augenblicken ist der Alkohol verdampft, das Glykogen bleibt als ein 
rein weiBes oder grauweifes Pulver zuriick; es wird dies in 1 oder mehrere com 
2,2 proz. Salzsiiure (je nach der Menge Glykogen) gelést und von neuem zwecks 
Glykogeninversion im Wasserbad mit geschlossenem Stépsel 2—4 Stunden erhitzt ; 
nach Ablauf dieser Zeit ist der Glykogenumsatz beendet. Es wird dann abgekiihlt 
und nach Zusatz einer berechneten Menge NaOH 33% etwa neutralisiert, bis ein 
kleiner Tropfen zugesetztes Neutralrot eben rosarot gefirbt ist; es wird jetzt mit 
destilliertem Wasser zu einer ganzen Zahl (1 oder mehrere ccm) angefiillt; dann wird 
nach der letzten Bangschen Methode (1916) die Glucosemenge bestimmt, und sei 
es als Glucose oder als Glykogen pro ccm Leukocyten umgerechnet. Es wurden 
woméglich immer Doppelversuche gemacht und zu einem jeden Doppelglucose- 
bestimmungen. 

Beispiel: Eine dicke Leukocytensuspension besteht nach der Hamatokrit- 
bestimmung zu 1/, aus weiBen Blutkérperchen; je 1 cem dieser Suspension wird 
in Doppelversuchen (also enthaltend 0,125 ccm Leukocyten) nach Zentrifugieren 
und AbgieBen mit 0,125 cem KOH 60°% wihrend 2 Stunden gekocht, nach Ab- 
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kiihlen mit 0,25 com Wasser verdiinnt und darauf 1 ccm Alkohol absolutus zu- 
gesetzt und alles Glykogen niedergeschlagen. Nachdem letzteres sich abgesetzt 
hat, wird in der beschriebenen Weise das Glykogen durch wiederholtes Zentrifugie- 
ren gewaschen, gereinigt und getrocknet; zur Lésung desselben wird etwa 0,75 ccm 
einer 2,2 proz. Salzsiurelésung zugesetzt und die Inversion vorgenommen. Mit 
etwa 0,06 com NaOH 33% wird darauf neutralisiert, mit Wasser bis auf 1 ccm 
angefiillt und mittels der Bangschen Mikromethode titriert. Nach dieser Re- 
duktionsmethode sei z. B. 0,15° Glucose vorhanden. Die Fliissigkeitsmenge ent- 
hielt also 1,5 mg Glucose, und letztere Menge stammt von 0,125 com Leukocyten 
her; 1 ccm Leukocyten wiirde also 8 x 1,5 = 12 mg Glucose geliefert haben, also 
1,2%. Dieser Prozentgehalt entspricht etwa dem wirklichen Glykogengehalt; 
zwar wiirde letzteres nach der Molekularformel nur etwa 0,9 des Glucosegehaltes 
betragen, aber bekannterweise verlauft die Inversion des Glykogens nie quantitativ, 
aber umfaBt am Ende nur etwa 90% desselben. Ich konnte dies auch in Kontroll- 
versuchen mit einer Glykogenlésung bekannter Konzentration feststellen. Der 
Fehler ist also nicht groB, wenn wir den gefundenen Glucosegehalt sofort in Gly- 
kogen iiberfiihren. 

Die Methode ist sehr einfach; der groBe Vorteil derselben ist, dal} 
alles sich in einem Roéhrchen, ohne Filtrieren und Nachspiilen, abspielt ; 
es wurde dadurch der Verlust bis auf ein Minimum reduziert und das 
Ziel in schnellster Weise erreicht. Mit den erwihnten RéhrchengréBen 
von 2—1l5cem lassen sich Leukocytenmengen von 0,05—1ccm sehr 
gut bestimmen. Auch kleinere Mengen kénnten noch Verwendung 
finden: nach dieser Richtung wird die Methode eigentlich nur durch 
den auftretenden Fehler der Volumablesung beschrankt ; fiir die Genauig- 
keit der Ablesung soll natiirlich der Durchmesser der Réhren mit deren 
Volumen abnehmen, also die Totallinge etwa dieselbe bleiben (mit 
Stépsel etwa 10 cm). Fiir die kleineren Réhren kann die Volumablesung 
in den Rohren selbst ohne Himatokritkontrolle vorgenommen werden. 

Fiir das schlieBliche Lésen und Invertieren des Glykogens und das 
Anfiillen der Fliissigkeit verwendete ich immer so viel Fliissigkeit, daB 
zum Titrieren nach Bang iiber etwa 1 ccm Lésung pro 0,1 cem Leuko- 
cyten verfiigt wurde. Der gefundene Glucosegehalt ist dann meistens 
so, daB die Reagenzen in der bei der Blutzuckerbestimmung tiblichen 
Menge ohne Anderung verwendet werden kénnen. 

Selbstredend wiirden fiir gréBere Mengen Leukocyten auch andere 
(nicht Mikro-)Methoden verwendet werden kénnen. 

Ich habe mich natiirlich durch die Jodiumreaktion 6fters tiberzeugt, 
daB das erhaltene Pulver wirklich Glykogen war, oder besser gesagt, 
Glykogen enthielt. Es sind, wie schon Pfliiger erwahnt, immer gering- 
fiigige Verunreinigungen vorhanden, welche nach der Salzsiureabgabe 
in einem voluminésen Niederschlag ausflocken. 

Bei der Reinigung des Glykogenniederschlages mu oft sehr vor- 
sichtig abgegossen werden, wenn man mit Alcohol. absolut. oder Ather 
reinigt, indem der sehr trockene Niederschlag dann nur sehr lose dem 
Boden anhaftet; es wire besser, die Entfernung der Fliissigkeit dann 
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immer mit der Pipette vorzunehmen, wihrend anfinglich wie be- 
schrieben, ohne Furcht vor Verlust abgegossen werden kann. 

Die Ubereinstimmung der Doppelversuche war meistens eine sehr 
gentigende. Es wird natiirlich bei der Methode die Genauigkeit nicht 
eine sehr grobe sein kénnen; indem dieselbe nicht nur durch das Ver- 
fahren zur Glykogenerhaltung, sondern auch durch die Bangsche 
Titriermethode eingeschriinkt wird. 

Meines Ersehens wire ein ahnliches Zentrifugierverfah- 
ren immer zu empfehlen, wenn es sich darum handelt, in 
kleinen Organmengen (fliissig oder fest) den Glykogen- 
gehaltzubestimmen. Die Genauigkeit wiirde bei Verwendung 
genau kalibrierter Réhren fiir sehr viele Zwecke geniigen. 

Jedenfalls wurde ich in dieser Weise in den Stand gesetzt, einen 
ziemlich genauen Eindruck tiber den Glykogengehalt der Leukocyten 
zu erhalten. Die Ubereinstimmung der Doppelproben wurde nach 
einiger Ubung immer besser. Bei meinen vergleichenden Untersuchun- 
gen von Leukocyten unter verschiedenen Einfliissen wurde jedoch 
immer nur auf gréBere Unterschiede Wert gelegt. 

Mit dieser Methode habe ich nun festzustellen versucht, ob es méglich 
ist, den Glykogengehalt durch Zusiitze (Glucose, Starke) an die In- 
jektionsfliissigkeit oder in vitro erheblich zu beeinflussen, und zweitens, 
ob man zu der Annahme geneigt sein soll, daB gemaB der Jodophilie in 
Exsudatleukocyten den Blutleukocyten gegeniiber der Glykogengehalt 
stark zunimmt. 


Glykogengehalt der Exsudatleukocyten. 

Was die erste Frage anbelangt, sind in Tabelle 1 eine Anzahl Gly- 
kogenbestimmungen, nach der Art des Injektionsmaterials, mittels 
welcher die Leukocyten erhalten waren, tibersichtlich zusammen- 
gestellt. 

Tabelle I. 





Es wurden 1—2 mal eingespritzt 200 ccm Glykogengehalt der Leukocyten 
der folgenden Lésungen in % 


2 | SE ae mm Re 
NaCl 0,9°/, + Starkekleister 0,5°/, . | 2,00; 1,22; 1,38; 0,98; 226; 
1,40: 2,85; 2,15: 2,62 


NaCl 0,9°/, + Glukose 9,5°/, . . . . | 1,50; 1,95; 1,54; 1,40; 1,04 
NaCl 0,9°/, + Gummi arabicum 7°/, . | 2,3 
Ultrafiltrat von Blutserum . .. . . | 3,15 
Ultrafiltrat + Gummi arabicum 7°/, 1,54 


Wenn man alle Bestimmungen betrachtet, sieht man, daB der 
Glykogengehalt von Exsudatleukocyten ziemlich groBe Schwankungen 
aufweist. Die Werte gehen von etwa 1 bis auf mehr als 3°; meistens 
werden jedoch Gehalte von 1,5—2% gefunden, also sehr betrichtliche 
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Werte. Man kann nicht sagen, daB Zusatz von ,,Glykogenbildnern’, 
wie Starke oder Glucose, zur Injektionsfliissigkeit den Glykogengehalt 
nennenswert steigert ; zwar ist, wenn man den mittleren Glykogengehalt 
fiir eine bestimmte Injektionsfliissigkeit nimmt, derselbe fiir Starke- 
zusatz etwas héher, aber die Zahlen sind untereinander so stark schwan- 
kend, daB es tiberhaupt nicht erlaubt scheint, hier die mittlere Zahl zu 
berechnen; und wenn man z. B. das Exsudat aller Fliissigkeiten mit 
Stirkezusatz mit dem aller anderen (ohne Stiirke oder Glucose) ver- 
gleicht, ist von einer Starkewirkung als Férderer des Glykogenansatzes 
nichts mehr zu spiiren. 

Wir kénnen also sagen, daB die chemische Analyse uns 
garkeinen AnlaB gibt, aneine Glykogenbildung in Exsudat- 
leukocyten aus Starke oder Glucose zudenken. Es wird hier 
also dasselbe gefunden, was schon auf Grund der iiberall 
vorhandenen Jodophilie wahrscheinlich geachtet wurde. 

Es betreffen jedoch diese Untersuchungen an verschiedenen Kaninchen 
erhaltene Werte; ich habe auch den Versuch gemacht, bei ein und dem- 
selben Tiere hintereinander Leukocyten zu untersuchen, welche teilweise 
bei Abwesenheit, teilweise bei Vorhandensein von Glucose emigriert waren. 

Dazu wurden einem Kaninchen in, der gewohnlichen Weise 200 cem 
NaCl 0,9% eingebracht und nach 4 Stunden die Leukocytensuspension 
entnommen; zugleich mit der Entnahme wurde jedoch die gleiche 
Fliissigkeit unter geringem Glucosezusatz (0,5°%) dem Tiere wiederum 
eingespritzt, und nach wiederum 2 Stunden eine zweite Leukocyten- 
ansammlung entnommen. In Kontrollversuchen wurde auch fiir diese 
zweite Injektion NaCl 0,9°% verwendet. Von beiden Ansammlungen 
wurden Doppelproben sofort auf Glykogen untersucht. 

Es wurden diese Versuche nicht nur an Kaninchen, sondern auch an 
Ziegen angestellt; die Resultate sind in Tabelle II zusammengestellt. 


Tabelle II. 


Glykogengehalt | 
|der pach etwa 
4 Stunden ent- 
nommenen Leu- 





| Gly t 
Unmittelbar nach der | a 


Entnahme wurde dem |y__4 


| Stund. ent- 
owes : 2 s ‘ 

| Tie « 7) > | 

| Tiere die folgende nommenen Leu- 


Dem Tiere wurde 
Untersuchtes zuerst die folgende 
Tier Fliissigkeit einge- 


bracht | kocyten in % Fliissigkeit einverleibt | kocyten in % 
Kaninchen I NaCl 0,9°/, 1,225 NaCl 0,9°/, (mit 1,54 
Serumzusatz) 

+ 0,5°/, Glucose 

II = 0,46 a 1,04 

III os 1,6 ex 1,68 

[V mf 1,2 NaCl 0,9% 1,4°/9 
+ Serum 1 auf 8 

Ziege I NaCl 0.9% | 0,69 NaCl 0,9°/, | 0,95% 

+ Glucose 0,5%/o | +- Glucose 0,5°/, 


i NaCl 0,9% | 1,02 ‘ 1,03°/, 
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Durch diese Versuche wird also bestitigt, daB von einem férdernden 
Einflu8 von Kohlenhydratzusatz auf die Glykogenablagerung nichts 
merkbar ist. LieBen auch die Resultate bei den ersten zwei Versuchs- 
tieren noch diese Deutung zu, aus den weiteren Versuchen sieht man, 
daB diese Glykogenzunahme nach Glucosezusatz ein zufiilliger Befund 
sein muB, daB derselbe oft ausbleibt, und auch auftreten kann bei der 
zweiten Entnahme, wenn gar keine Glucose zugesetzt worden war. 
Auch sind die Werte bei Glucosezusatz nicht wesentiich héher als die 
aus Tabelle I ersichtlichen Mittelwerte. 

In einer zweiten Versuchsreihe habe ich versucht, ob vielleicht bei 
schon dem Kérper entnommenen Leukocyten in vitro noch ein Glykogen- 
ansatz unter KohlenhydrateinfluB méglich wire. Ich habe diese Ver- 
suche kombiniert mit anderen, wo der EinfluB anderer Zusaitze zum 
Milieu, oder eine totale Abainderung der umgebenden Fliissigkeit unter- 
sucht wurde. Ich hatte dabei den Vorteil, daB in einer ganzen Serie 
dieselben Leukocyten zur Untersuchung kamen, und etwaige Unter- 
schiede sich nur auf eine Wirkung der umgebenden Fliissigkeit beziehen 
konnten. 

Ich kann sofort feststellen, daB es mir nie gelungen ist, in dieser 
Weise in vitro Glykogenansatz zu erhalten, weder durch Glucose, noch 
in irgend einem anderen Milieu. Es interessierte mich dabei an erster 
Stelle, inwieweit dies méglich wire in einer méglichst physiologischen 
Umgebung. Versuche in anderer Richtung hatten mich gelehrt!), da 
nur in ihrem eigenen unverdiinnten Serum die Exsudatleukocyten 
einigermafBen lange lebend erhalten werden konnten, wie es an dem 
Grade der Phagocytose von Amylum in einem physiologischen Milieu 
festgestellt werden konnte. Es schien deshalb nicht unwichtig, zu er- 
forschen, inwieweit ein Aufenthalt in Serum auBerhalb des Kérpers 
vielleicht auch den Glykogengehalt der Zellen beeinflussen kénnte. 

Es sei hier sofort festgestellt, daB eine Abinderung im Glykogen- 
gehalt suspendierter Zellen nicht immer dieselbe Deutung zu haben 
braucht. Zwar wird eine Glykogenzunahme immer nur als intracellularer 
Glykogenansatz betrachtet werden kénnen; eine Glykogenabnahme 
jedoch kann erstens darauf beruhen, daB eine Zelle in véllig lebens- 
tiichtigem Zustande intracellulir sein Glykogen abbaut; jedoch kann, 
zumal in einem wenig physiologischen Milieu, auch die normale In- 
permeabilitit fiir Glykogen sich abiadern. Die lytisch zugrunde gehende 
Zelle kann einen gréBeren oder kleineren Teil ihres Glykogens verlieren 
an die Umgebung. 

In den oben erwihnten Versuchen hatte ich nun festgestellt, dab 
in einem nicht physiologischen Milieu, also in jeder Fliissigkeit, welche 


1) De Haan, Dokt.-Diss. 1920. 
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nicht unverdiinntes Kaninchenserum ist, die Exsudatleukocyten einer 
schnellen Lysis erliegen; die Fliissigkeit wird nach Abzentrifugieren 
opak; nur im Serum bleibt die Suspensionsfliissigkeit mehrere Tage 
beim Aufbewahren auf 0° vollig klar. Auf Grund dieser Erscheinung 
muBte ich als wahrscheinlich annehmen, daB auch meine frisch ent- 
nommenen Exsudatleukocyten schon im DegenerationsprozeB begriffen 
waren. Auch die frisch abgeheberte Suspension gab nach Zentrifugieren 
eine opake Fliissigkeit. 

“s war auf Grund aller genannten Tatsachen wahrscheinlich, daB 
der Glykogengehalt an sich eine der Degenerationserscheinungen dar- 
stellte; war es nun mdglich, in einem Milieu, wo die Degenerations- 
erscheinungen einigermaBen aufgehalten, ja selbst bis zur gewissen Héhe 
riickgingig gemacht werden konnten, auch den Glykogengehalt zu 
beeinflussen ? 

In den folgenden Tabellen III—IV finden sich die Resultate der 
betreffenden Versuche zusammengestellt. 


Tabelle III. 


Die dem Kaninchen entnommene Leukocytensuspension wurde nach Zen- 
trifugieren in acht gleich groBen Portionen von je 0,65 ecm einer dicken Suspension 
dem Einflusse der in der Tabelle genannten Fliissigkeiten (je 6 ccm) ausgesetzt, 
welche wihrend 3 Stunden bei 30° einwirken konnten. Am Ende dieses Zeitraums 
wurde der Glykogengehalt bestimmt. 





Fliissigkeiten, welche auf die Leukocyten bei | Glykogengehalt 


P - | der Leukocy 
30° C wahrend 3 Stunden eingewirkt haben w “sy een 


Borer untermicht 5 6°. SS 2,28 
ORR. Wie) aad) seed rinssatln 0,8 
Serum. . 2 0,6 
Serum mit erhihter CO,-Spannung ‘ 0,8 
1 Teil Serum auf 7 Teile NaCl 0,6°/, 0,8 
1 Teil Serum auf 7 Teile NaCl 0,9 %o | 

mit erhéhter CO,- “Spannung oe. 1,33 
idem + Glukose 0,3°/,....2.2.2. 1,27 


Tabelle IV. 
Vorbehandlung wie in Tabelle III. 





Mittlerer 
Flissigkeiten, welche wahrend 2 Stunden bei | “otoeethat 
37° C auf die Leukocyten eingewirkt naben || in % 
Sofortice edihieeane Ss eae iene 0,52 
Kaninchensernm is 0 
Kaninchenserum + 0,5° /o Glukose . . 0 
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Tabelle V. 





Mittlerer 
Glykogengehalt 
in % 


Fliissigkeiten, welche wahrend 2 Stunden bei 
837° C auf die Leukocyten eingewirkt haben 





Sofortige Bestimmung 2,85 
(5 Si ae ae a 2 
NaCl 0,9°/, + Glucose 0,5°/,.... 2 
Serum Pag TAR att ie ye ace, a 1,43 
Serum + 0,5°/, Glucose ...... 1,43 
Tabelle VI. 
Mittlerer 
Flissigkeiten, welche auf die Leukocyten pire a 
eingewirkt haben in ° 

Sofortige Bestimmung ....... 2 
Serum wihrend 20 Stunden bei 0° . 1,20 
Serum, 2 Stunden auf 37°, darauf 

18: Stunden ant-0"" | ak es 1,33 
Serum, 1 Teil auf 5 Teile NaCl 0,9°/,, 

mit erhéhter CO.-Spannung, 20 Stun- 

mee Sr, SECS AS 0,99 
NaCl 0,9°/,, 20 Stunden auf 0° .. 0,78 

Alles zusammengenommen sehen wir aus diesen Versuchen, daf in . 


vitro in jeder Fliissigkeit der Glykogengehalt abnimmt. Von einem 
EinfluB von Glukosezusatz, sei es an Serum, sei es an NaCl 0,9%, ist 
nichts zu spiiren. Auf Grund der oben erwihnten Uberlegungen ist 
es héchst wahrscheinlich, daB die meistens sehr starke Abnahme 
des Glykogengehaltes in NaCl 0,9% oder in NaCl 0,9% mit 
Serumzusatze, gréBbtenteils einem Verlust nach aufen in- 
folge Lysis zuzuschreiben ist. Eine erhéhte H-lonenkon- 
zentration, wiedurchCO,-Durchleitung bewirkt wird, scheint 
dieser Lysis entgegenzuwirken. 

Wo jedoch diese Zellysis in Serum viel geringfiigiger ist, mochte 
die Abnahme des Glykogens im Serum vielleicht vielmehr 
inneren Ursachen (Glykogenumsatz in Glucose) zuzuschrei- 
ben sein. 

Man ersieht daraus, daB das Glykogen nach einer gewissen Zeit aus 
den Zellen schwindet. Wie schon erwahnt, kann der allmihliche Riick- 
gang des Glykogens in altem Eiter darauf zuriickgefiihrt werden. Dah 
wirklich in den Leukocyten alten Eiters der Glykogengehalt ein erheblich 
niedrigerer ist, kann der folgende Versuch mit menschlichem Eiter 
ausweisen. 

Glykogengehalt von Leukocyten aus menschlichem Eiter: 





1. Von einem AbsceB, wenigstens 5 Tage alt 
2. Submaxi!larem AbsceB . 


0,28%, 
0,54%, 





aes 
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Auf Grund dieser lytischen Erscheinungen ist man jedoch nicht 
berechtigt, das Glykogen der Leukocyten fiir derweise leicht léslich zu 
halten, daB es bestimmte MaBnahmen fordert, damit der Glykogen- 
gehalt nicht schnellstens verschwindet: liegt ja diese Meinung dem 
Zusatz von Gummi zur Jodlésung bei der Ehrlichschen Jodprobe 
zugrunde. 

DaB die Léslichkeit in den Zellen sehr gering ist, selbst in schon 
fixierten und deshalb nicht mehr impermeablen Leukocyten, zeigt der 
Versuch, wo in Leukocyten, deren Glykogengehalt anfinglich 1,38°%, 
betrug, nach 3stiindigem Verweilen in NaCl 0,9°% noch 0,43°% Glykogen 
vorhanden war ; von denselben Leukocyten wurde jedoch ein Teil mittels 
Sublimatlésung 1 : 5000 getétet, und diese enthielten nach Auswaschen 
und 3stiindigem Aufenthalt in NaCl 0,9% noch 1,07% Glykogen. 
Durch Zusatz von 2°% gut wirksamer Diastase zu der Suspension schwand 
ebensowenig der Glykogengehalt ; auch dann war in den nicht fixierten 
Leukocyten nach 3 Stunden noch 0,43°%, in den fixierten Leukocyten 
noch 1,01% vorhanden. 

Auch gelingt es nicht durch tiichtiges Kochen eines Leukocyten- 
sedimentes unter Wasserzusatz das Glykogen zu lésen, wie es bei der 
Verarbeitung der Leber auf Glykose iiblich ist: 

Wir sehen, daB das Glykogen in den Leukocyten so fest 
verankertist, daBeszwarausdenlytischzugrunde gehenden 
Zellen allmahlich verschwindet, jedoch aus den einmal 
fixierten Zellen nicht nennenswert, und allem Anschein 
nach innerhalb dieser Zellen fiir Diastase nur schwer an- 
greifbar ist. 


Glykogengehalt der Leukocytenim Blute. 

Wo aus dem Vorhergesagten ersichtlich ist, daB der Glykogengehalt 
in Exsudatleukocyten nicht von auBeren Einfliissen abhingt, war es 
wiinschenswert zu priifen, inwieweit dieses Glykogen dennoch durch 
irgend eine Ursache nur in Exsudatlésungen vorhanden wiire, oder 
auch in den Leukocyten des Blutes selbst; ob also die Zollikofersche 
Meinung, daB der Glykogengehalt auch den Blutleukocyten eigen ist, 
Giiltigkeit hat. Es war dazu die Bestimmung des Glykogens in Blut- 
leukocyten notwendig, wo, wie im Anfange betont wurde, die alleinige 
Erscheinung der Jodophilie fiir diesen Zweck véllig unzureichend ist. 
Eine Trennung der weiBen Blutzellen aus dem Blute konnte, wie auch 
im Anfange gesagt, einigermaBen vollstindig nur beim Pferde und 
Schweine ausgefiihrt werden. Aus dem in Citrat aufgefangenen Blute 
(siehe Methodik) konnten in leichter Weise Leukocytensuspensionen 
erhalten werden, welche nur noch eine unwichtige Zahl (weniger als 


50°) an roten Blutkérperchen enthielten. Letztere werden in dieser 
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Menge das Resultat nur wenig beeinflussen ; ihrer geringen GréBe wegen 
nehmen sie bei gleicher Zahl nur noch einen geringen Bruchteil des 
Inhaltes des Sedimentes ein; weiterhin sind sie bekanntlich nicht 
glykogenhaltig. 
Das Resultat der Glykogenbestimmungen ist aus Tabelle VII er- 
sichtlich: 
Tabelle VIL. 





Glykogengehalt 
Tier, von dem die Leukocyten herstammten | der Leukocyten 
in % 


Pferd I Eh Rie afi tak lee UGS 0,64 
a A EST a ae me 1,3 
ses: eS Ne ie aan | See 1,24 
5 aT ee ee ee en ear 1,52 
» a) sofort untersucht aus Ci- 
tratplasma . . l 


b) nach 24 stiindig. Aufent- 
halt im Citratplasma auf 
at VS eee e 3 1 

c) nach 2stiindig. Aufent- 
halt in Serum auf 37° C 


oye 


Schwein 


Es zeigt sich also, daB bei den untersuchten Tieren auch 
die Blutleukocyten glykogenhaltig sind, und zwar einen 
Gehalt aufweisen, welcherdemder Exsudatleukocyten beim 
Kaninchen nicht nachsteht. Zwar war es unméglich auch Leuko- 
cyten aus Kaninchenblut zu untersuchen. Bei einem Vergleich mit 
Exsudatleukocyten vom Schweine (durch Injektion in die Bauchhohle 
erhalten) wurden das eine Mal ein Gehalt von 1°%, ein anderes Mal von 
4.1% gefunden, also auch hier sehr wechselnde Werte. 

Allem Anschein nach wird also das Glykogen nicht als 
Folge der Emigration in den Leukocyten gebildet, sondern 
es ist meistens schon in dem Blute vorhanden. 

Es kann nun gefragt werden, ob im Blute der Glykogengehalt der 
Zellen immer derselbe ist, oder vielleicht, wie etwa in den Leberzellen, 
unter iuBeren Einfliissen der Umgebung wechselt, z. B. vom Gehalt 
des Plasmas an Traubenzucker abhingig ist. Wir haben vorher gesehen, 
da8 Exsudatleukocyten, in Serum gebracht, in vitro zwar meistens 
iirmer an Glykogen wurden, daB sich aber ein EinfluB von Zuckerzusatz 
dabei nicht merken lieB. P 

Der Versuch am Pferde Nr. 5 in Tabelle VIL weist darauf hin, dal 
das Glykogen im Blute nicht auBerordentlich léslich ist: es war immer 
eine Vorbehandlung von etwa 2 Stunden notwendig, bevor die Be- 
stimmung zur Ausfiihrung kommen konnte; auch nach 24stiindigem 
Verweilen im Citratplasma war der Gehalt noch derselbe. 





SiC ti 
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Es zeigte sich, dab, wenn beim Pferde die Leukocyten wiederum in 
Blutserum des Pferdes gebracht werden, der Glykogengehalt auch hier 
in einem Falle nach einem Aufenthalt von 3 Stunden von 1,5°% auf 
etwa 0,2% zuriickging. DaB es sich hier jedoch nicht um eine konstante 
Erscheinung handelt, ist aus Tabelle VII ersichtlich, wo unter den- 
selben Umstiinden sogar ein héherer Glykogengehalt gefunden wurde. 
Inwieweit hier ein nicht immer gleicher Zuckerverlust im Serum durch 
Glykolysis verantwortlich sein konnte, habe ich bisher nicht untersucht. 
Aus den Versuchen ergeht weiter, daB Citratzusatz den Glykogengehalt 
einigermaBen festzulegen scheint. 

Wir miissen also schlieBen, daB im Blute die Leukocyten einen er- 
heblichen Gehalt an Glykogen aufweisen. 

Es kann schlieBlich die Frage gestellt werden, inwieweit im Blute 
noch anderswo Glykogen vorhanden sein kann, auBer in den Leuko- 
cyten. 

Die von anderen gefundenen Mengen im Blute sind sehr verschieden. Meistens 
wurde gar kein Glykogen gefunden. Und wenn andere ein positives Resultat 
erhielten, waren meistens die Quantitaéten sehr unbedeutend. So erhielt Salomon 
nur Spuren; Czerny?) im Blute von Hunden pro Liter 1,56 mg, in jodophilem 
Blute 3,36 mg. Dagegen beobachtet Kaufmann’) Mengen von 10—25 mg beim 
normalen Menschen, Pferd, Rind und Hund, wahrend bei Diabetes die Mengen 
stark vermehrt sein sollten. Ob die auBerordentlich hohen Zahlen von Lé pine 
et Barral*) (300 cg p. 1 im Hundeblut) der Wirklichkeit entsprechen, will mir 
unwahrscheinlich vorkommen. 

Eigene Versuche, im Blute Glykogen nachzuweisen, schlugen fehl ; 
auch in gréBeren Mengen (100 ccm) sofort nach der Entnahme auf 
Glykogen untersucht, ergab sich kein deutliches positives Resultat ; 
der Niederschlag in Alkohol ist hier wahrscheinlich mit anderen Zu- 
sitzen verunreinigt. 

Wenn ich jedoch annehme, da, wie man berechnen kann, im Blute 
pro Liter etwa 3—5ccm Leukocyten vorhanden sind, sollen nach 
meinen Ziffern fiir Leukocyten im Liter Blute schon etwa 40 mg 
Glykogen vorhanden sein, wenn man einen Gehalt von etwa 1°% Glykogen 
in den Leukocyten annimmt. Wenn man diese Ziffern mit den von 
anderen Autoren erhaltenen vergleicht, ist es deutlich, daB praktisch 
der Glykogengehalt des Blutes auf die Leukocyten sich be- 
schrankt 

SchluBbetrachtungen. 

In welcher Weise stimmen unsere Untersuchungen mit demjenigen, 
was iiber den Glykogengehalt der Leukocyten publiziert worden ist, 
iiberein? Erstens kénnen wir sagen, daf mit den mikroskopischen 


1) Arch, f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 31, 190. 1892. 
3) Le. 
2) C. R. 112, 1415. 1891. 
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Methoden kein Einblick in den wahren Glykogengehalt dieser Zellen 
erhalten werden kann. Aus unseren Versuchen hat sich ja gezeigt, dab 
bei negativer Jodreaktion die Glykogenmenge nicht geringer ist als bei 
den Exsudatleukocyten mit positiver Reaktion. Dennoch finden wir 
keinen AnlaB, die Zollikofersche Probe, welche auch im Blute positiv 
ausfallt, zuverlassig zu nennen, wo mittels dieser ja auch die roten Blut- 
kérperchen sich braun fiirben. Die Deutung Wolffs, daB im Blute das 
Glykogen iuBerst leicht sich lést, kann nicht zutreffen, wo wir es ohne 
besondere MaBnahmen durch chemische Analyse lange Zeit nach der 
Entnahme noch in unverminderter Menge nachweisen konnten. Und 
im allgemeinen kann man sagen, da das Leukocytenglykogen ganz 
gewiB nicht zu den léslichen Formen gehért. Etwas anderes ist es, 
daB es durch bestimmte unbekannte Ursachen vielleicht schnell um- 
gesetzt werden kénnte in Glucose, z. B. beim Antrocknen des _ Pria- 
parates. 

Der Befund, daB durch keine MaBnahmen in- oder auBerhalb des 
Korpers eine Glykogenzunahme in den Leukocyten gefunden werden 
konnte, z. B. durch Amylum oder Glucose, spricht gegen die Annahme, 
daB wenigstens bei den Exsudatleukocyten die Glykogenablagerung 
eine vitale Funktion der Zellen ist, ein Symptom energischer Zell- 
wirksamkeit, wie Ehrlich und Best es wollen. Vielmehr gewinnt 
dadurch die Meinung Wolffs an Wahrscheinlichkeit, daB die Jodo- 
philie der Ausdruck beginnender Zelldegeneration sei. Inwieweit im 
Blute die Verhiltnisse anders sind, wage ich nicht zu beurteilen. Jeden- 
falls weist der bisweilen iuBerst schnelle Schwund des Glykogens in 
Leukocyten, welche, sei es als Exsudat oder als Blutleukocyten in vitro 
in ihr Blutserummilieu zuriickgebracht werden, darauf hin, daB hier 
der ProzeB stark vom Milieu abhingt. 

Meines Erachtens hat man keinen AnlaB, die Jodophilie als auf etwas 
anderes als Glykogen zuriickzufiihren. Der eigentiimliche Unterschied 
zwischen den Leukocyten innerhalb und auferhalb der Blutbahn 
muB jedenfalls auf eine Art Umschaltung in den Zellen hinweisen, 
wodurch das latente Glykogen plétzlich manifest wird, z. B. durch 
Lésung einer Adsorptionsbindung oder etwas ahnlichem; die Jodo- 
philie deutet also nicht auf Glykogenbildung, sondern nur auf ein 
Glykogenfreimachen. Bekanntlich sind auch mit der Reaktion von 
Best (Karminfirbung) die Resultate bei den Leukocyten auch bei 
positiver Jodophilie meistens negativ. 

Wir miissen denn auch Versuche, mittels diesen mikroskopischen 
Methoden einen Glykogenansatz oder Schwund in den Zellen nach- 
zuweisen, als véllig unzureichend betrachten. In dieser Hinsicht méchte 
ich noch kurz die schon erwihnte Arbeit Haberlandts behandeln, 
dessen Resultate den meinigen gegeniiber gestellt werden kénnen. 
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Haberlandt meint mittels mikroskopischer Reaktion (Jodgummi, 
Best) einen Glykogenansatz in emigrierten Leukocyten nach Phago- 
cytose von Starke oder bei Anwesenheit von Stirkekleister nach- 
gewiesen zu haben; und zwar sowohl bei Kaltbliitern (Frosch) als bei 
Warmbliitern (Meerschweinchen, Kaninchen). 

Auf Grund meiner Versuche kann ich Haberlandt nicht bei- 
stimmen. Wer die Arbeit Haberlandts durchsieht, wird erkennen, dab 
es sich dort immer um Abschiatzungen und um ein verfriihtes Eintreten 
der Jodreaktion handelt, wenn Starke vorhanden war, und zwar nur 
bei einer bestimmten Form derselben, z. w. die Jod-Gummimethode. 

Es wird jedoch deutlich sein, daB man mit einer (immer sehr sub- 
jektiven) Angabe, daB eine Reaktion am 2. oder 3. Tage der Exsudat- 
bildung deutlich wird, oder mit der Bezeichnung ,,stark‘* oder ,,maiBig‘‘ 
stark diese Frage nicht endgiiltig lésen kann. Es hat diese mikro- 
skopische Jodreaktion dadurch, daB sie mit Jodglykogen oder Jod- 
gummi sehr verschieden ausfiel, schon sehr viele unfruchtbare Dis- 
kussionen verursacht. 

Ich méchte hier noch einmal feststellen, daB, wenn man 
einfach an fixierten Leukocyten im feuchten Praiparat 
Jodjodkali zusetzt, in frischen (etwa vor nur 3—5 Stunden 
emigrierten) Exsudatleukocyten beim Kaninchen und Meer- 
schweinchen diese Jodreaktion fast immer stark positiv ist, 
vom Stairkegehalt der injizierten Flissigkeit véllig unab- 
haingig. Niemals braucht man hier 1—3 Tage zu warten. Und 
zweitens, daB die quantitative chemische Analyse mitdiesem 
Verhalten der Jodreaktion absolut im Einklang ist. Uber- 
haupt degenerieren diese Exsudatzellen in so kurzer Zeit, daB schon 
dadurch ein Glykogenansatz durchaus unwahrscheinlich wird. 

Wie gesagt, ist damit nichts tiber die Verhiltnisse im Blute gesagt. 
Es ist sehr gut mdéglich, daB hier der Glykogengehalt wechselt mit einem 
héheren oder niedrigeren Zuckerspiegel des Blutplasmas, daB sich hier 
also Verhiltnisse vorfinden wie bei den Leberzellen angenommen werden. 
Dies zu untersuchen, ist jedoch wie aus allem Vorhergesagten ersichtlich 
ist, fiir Leukocyten wenigstens, nur durch chemische Analyse méglich. 


Zusammenfassung. 

Die Jodophilie von Exsudatleukocyten bei Kaninchen und Meer- 
schweinchen ist schon in wenige Stunden alten Exsudaten 
vorhanden und ist quantitativ nicht von etwa zugleich vor- 
handenen Kohlenhydraten abhingig. 

Durch quantitative chemische Analyse mittels einer 
mikrochemischen Methode lieB sich nachweisen, da auch der 
(betrichtliche) Gly kogengehalt von Exsudatleukocyten nicht 
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durch Kohlenhydrate in der umgebenden Flissigkeit be- 
einfluBt wird. 

Auch im Blute la8t sich in den Leukocyten ein Glykogen- 
gehalt nachweisen, welcher dem der Exsudatleukocyten nahezu ent- 
spricht. 

Das Leukocytenglykogen gehért nicht zu den aus fixier- 
ten Zellen leicht léslichen Arten. 

Aus nicht fixierten Zellen schwindet es in vitro allmihlich in allen 
solchen Fliissigkeiten, wo eine Zellysis deutlich nachweisbar ist. Zusiitze 
wie Na-Citrat oder CO,, welche die Zellysis verringern, kénnen das 
Schwinden des Glykogens verlangsamen. Ins eigene Blutserum zuriick- 
gebracht, verlieren bisweilen die Leukocyten ihr Glykogen fast voll- 
stiindig in wenigen Stunden, in anderen Fallen bleibt jede Abnahme aus. 
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Uber Milchsiurezerstérung durch Hefe und dureh Blutzellen. 


Von 
Otto Fiirth und Fritz Lieben. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Wiener Physiologischen Universititsinstitutes. ) 
(Eingegangen am 19. November 1921.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Wahrend durch zahlreiche Untersuchungen im Laufe des letzten 
Dezenniums die zentrale Stellung der Milchsiure im Kohlenhydrat- 
stoffwechsel sichergestellt und gezeigt worden ist, daB einer der Wege 
des Zuckerabbaues tiber die Milchsiure verlauft, sind wir von einer 
klaren Erkenntnis des physiologischen Aufbaues sowie des Abbaues 
dieser Verbindung noch weit entfernt. Wenn insbesondere Otto 
Meyerhofs schéne Untersuchungen eine teilweise Riickumwandlung 
der im lebenden Muskel verschwindenden Milchsiure zu Zucker bzw. 
Glykogen auBerordentlich wahrscheinlich gemacht haben, so drangt 
sich der Wunsch auf, dieses iiberaus schwierige und verwickelte Problem 
dadurch zu vereinfachen, daB man es, soweit es eben méglich, aus dem 
lebenden Organismus hinausverlegt und die einschligigen Vorgiinge 
sich in vitro abspielen laBt. Von diesem Gesichtspunkte aus haben wir 
uns zunichst die Aufgabe gestellt, die Bedingungen genauer, als 
dies bisher geschehen ist, festzustellen, unter denen Milch- 
siure von isolierten Zellen zerstért wird. Wir haben uns zu- 
nichst mit den Bedingungen der Milchsaiurezerstérung durch 
Hefe und durch die roten Blutzellen befaBt. Wir lieBen uns 
dabei von der Hoffnung leiten, daB, wenn es erst einmal gelungen sein 
wird, die Bedingungen, unter denen isolierte tierische oder pflanzliche 
Zellen die Milchsiure zum Verschwinden bringen, genau zu kennen und 
sicher zu beherrschen, man auch wiirde hoffen diirfen, mit der Zeit 
genau zu erfahren, was aus der Milchsiure wird und auf dem Wege 
tiber welche Zwischenprodukte sie, sei es abgebaut und verbrannt, 
sei es aber auch neu zu Zucker aufgebaut wird. Als unseren ersten 
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Schritt auf diesem Wege teilen wir unsere bisherigen Versuchsergebnisse 
in folgendem mit. 

Wir hatten zunichst erhebliche technische Schwierigkeiten zu iiber- 
winden und schicken eine kurze Darstellung unserer Versuche, insoweit 
sie die Methodik der Milchsiurebestimmung betreffen, den 
physiologischen Versuchen voraus. 


I. Zur Methodik der Milchsiurebestimmung. 


Zur Abtrennung der Milchséiure haben wir uns des Extraktions- 
verfahrens von Ohlsson!) bedient. 


Dasselbe beruht auf einer Ausschiittelung der Milchsiure aus ammonsulfat - 
gesittigter wiasseriger Lésung mit Amylalkohol, Uberfiihrung aus diesem in Soda- 
lésung und Beseitigung der der letzteren anhaftenden Amylalkoholreste durch 
Ausschiitteln mit Benzol. Das Ohlssonsche Verfahren hatte sich (mit gewissen 
Abianderungen) nicht nur bei den Versuchen bewiahrt, die kiirzlich von Genia 
Riesenfeld?) in diesem Laboratorium ausgefiihrt worden sind, sondern ist auch 
neuerdings von O. Meyerhof?*), sowie von J. Parnas und R. Wagner vielfach 
benutzt worden. Dasselbe stellt gegeniiber dem ilteren Vorgange der Ather- 
extraktion der Milchsaure eine solche Zeitersparnis dar, daB wir es fiir unsere Zwecke 
entschieden vorgezogen haben. . Zur Bestimmung der Milchsdiure in den so ge 


ewonnenen Extrakten bedienten wir uns des Aldehydverfahrens, das der eine 


von uns gemeinsam mit D. Charnass*) seinerzeit ausgearbeitet hat (Oxydation 
der Milchsiure in heiBer schwefelsaurer Lésung durch Eintropfen von Perman 
ganatlésung, jodometrische Bestimmung des abdestillierten Aldehyds durch 
Bisulfitaddition) in jener Ausgestaltung, die es einerseits in diesem Laboratorium, 
andererseits in dem Embdenschen Institute®) erfahren hat. 

Dem auf Grund vielfacher Erfahrungen beim Aldehydverfahren in der Regel 
sich ergebenden Verluste von 8—10% haben wir dadurch Rechnung getragen, 
daB wir die Zahl verbrauchter Kubikzentimeter ®/,,-Jodlésung zur Berechnung 
der Milchsiuremenge (statt mit dem theoretischen Faktor 0,0045) mit dem Rou- 
tinefaktor* 0,005 multipliziert haben*). 


Ein unerklartes Zuviel an Milchséure, das uns hei manchen unserer 
Bestimmungen aufgestoBen ist, hat nun aber unsere Aufmerksamkeit 
auf eine wichtige bisher tibersehene Fehlerquelle des Ohlssonsschen 
Extraktionsverfahrens gelenkt. Es hat sich niamlich heraus- 
gestellt, daB, wenn man, der Vorschrift entsprechend, mit Benzol 
ausgeschiittelt hat, man durchaus nicht mit Sicherheit darauf rechnen 
kann, allen Amylalkohol wirklich aus den Extrakten beseitigt zu haben. 


1) E..Ohlsson, Skand. Archiv f. Physiol. 33, 231. 1916. 

2) G. Riesenfeld, diese Zeitschr. 109, 249. 1920. 

*) O. Meyerhof, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 182, 235. 1920. 

4) 0. Fiirth und D. Charnass, diese Zeitschr. 26, 199. 1920. 

>) Vgl. O. Neubauer, Handbuch der biochem. Arbeitsmethoden 5, 
2. Tl, 1255—1259. 1912. 

8) Vgl. O. Meyerhof, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 18%, 236. 1920. 
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Blinde Versuche ohne Milchsiurezusatz. — gneinvare 


Milchsaure- 
ausbeute g 
200 cem 0,5% H,SO,, dem Aldehyddestillationsverfahren unterworfen 0 
150 cem ges. Ammonsulfatlésung, mit 300 cem Amylalkohol ge- 

schiittelt, dieser sodann mit 300 cem Na,CO, 2% gut ausge- 

schiittelt; die Na,CO,-Lésung 3mal mit Benzol gut ausgeschiit- 

telt, mit H,SO, neutralisiert, sodann auf 0,594, H,SO, gebracht. 

Destillation nach Fiirth und Charnass ......... . 0,065 
Versuch mit gewaschenem Amylalkohol. Analoger Versuch mit 

Amylalkohol, der vorher durch 2stiindiges Schiitteln mit Na,CO, 

2%, sodann mit H,O gewaschen worden war. Auch Benzol 

VOPNEP SHOREIO QOWesenen 6. 4. 6 vin shalsihl sve. 2 >, Oe 
Schiitteln mit Benzol allein. 100 com Na,CO, mit !/; Vol. Benzol 

3mal ausgeschiittelt, wiisserige Lésung sodann mit H,SO, auf 

0,5°% gebracht. Destillation nach Fiirth und Charnass . . . 0,008 
Ausschiitteln mit viel gréBeren Benzolmengen: Blinder Ver- 

such nach Ohlsson, die Ausschiittelung mit Benzol jedoch mit 

dem 2'/,fachen der vorgeschriebenen Benzolmenge vorgenommen 0,043 
tindampfen der ausgeschiittelten Lésung mit NH,. Blinder 

Versuch nach Ohlsson. Die schlieBlich resultierende, noch deut- 

lich nach Amylalkohol riechende Lésung ammoniakalisch gemach‘ 

und am Wasserbade zur Trockne gebracht. Riickstand in 0,5°% 

H,SO, aufgenommen. Destillation nach Fiirth und Charnass 0 
Abdestillieren desAmylalkoholsim Vakuum. 200 ccm Na,CO, 

2% durch Schiitteln mit Amylalkohol gesattigt, Phosphorsaure 

bis zum Farbenumschlage von Methylorange hinzugefiigt bei 

60—120 mm Druck und 60—80° auf ca. 30 ccm eingeengt. Destil- 

lation nach Fiirth und Charnass .............+ 0 
SOMES X3'T 28S pA Sie Re Sn fate cease pe ae fed oF NO 
Abtreibung des Amylalkohols mit Wasserdampf. 200 ccm 

Na,CO, 2% mit Amylalkohol gesittigt. Mit H,SO, bis zum Far- 

benumschlage von Dimethylamidoazobenzol versetzt. 11/,stiin- 

dige Wasserdampfdestillation. Destillation nach Fiirth und 

Charnass ... Kea Thine ARs a oe 


Vorgang 


Es ergibt sich also die Notwendigkeit, nach der Ausschiittungs- 
prozedur aus den milchsiurehaltigen wiisserigen Fliissigkeiten die 
Amylalkoholreste vollstindiger zu beseitigen, als dies durch 
Benzolausschiittelung nach Ohlsson méglich erscheint. Offenbar ist 
dies durch Eindampfen zur Trockne bzw. durch Vakuum- oder 
Wasserdampfdestillation sehr wohl méglich. Es ergibt sich da 
aber eine neue Schwierigkeit, insofern die freie Milchsiure etwas fliich - 
tig'), beim Eindampfen bei alkalischer Reaktion aber eine Zersetzung 





1) Nachdem A. Partheil (Arch. f. Pharm. 241, 412. 1903; Ber. d. pharm. 
Ges. 13, 304. 1903) auf die Fliichtigkeit der Milchsiure mit Wasser- 
dim pfen hingewiesen hatte, hat R. Kurz betont, daB die Milchsiure durchaus 
nicht so leicht mit Wasserdimpfen fliichtig ist, wie es der Genannte angibt (Zeit- 
schr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm.' 6, 721. 1903). F. Utz (Chemiker-Zeit. 
29, 263; Chem. Centralblatt 1, 1373, 1905) konnte beim Erhitzen verdiinnter 
wisseriger Lésungen auf dem Wasserbade oder iiber freier Flamme nach 1/, Stunde 
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der Milchsiure zu befiirchten ist. Die Neutralisation der einzudampfen- 
den Lésungen mu also mit besonderer Sorgfalt durchgefiihrt werden. 

Wir haben unter den verschiedensten Varianten eine Reihe von 
Versuchen ausgefiihrt mit Milchsiurebestimmungen nach Fiirth und 
Charnass, um uns dariiber ins klare zu kommen, auf wie groBe 
Verluste man beim Eindampfen von Milchsiurelésungen 
gefaBt sein muB, und wie dieselben am besten vermieden werden: 


Versuche betreffend die Verluste von Milchsiure beim 


Eindam pfen ihrer Lésungen. ets shill. 
, beute an 
V 
mente Milchsaure 
Direkte Bestimmung mit 20 cem milchs. Lithium "/,, nach Fiirth 96,2 
und Charnass ... . 100,0 


20 cem milchs. Li. ®/;5 (= 0,18 g Milchsiure) Ausschiittelung nach 
Ohlsson. Nach Ausschiittelung mit Benzol wurde die Na,CO,- 
haltige Lésung mit H,SO, auf 0,5°4 gebracht. Bestimmung nach 
Pact Wie CHOGWENE. © 1c oe ee ee te ea as ce ss NOG 

Ebenso. Die Na,CO,-haltige Milchsiurelésung jedoch mit Methyl- 
orange und bis zum Farbenumschlage mit Phosphorsaure versetzt ; 
nun bei 80° und 100—200 mm Druck in Vakuumdestillation 
unterworfen; endlich Destillation nach Fiirth und Charnass . 91,3 

Vakuumdestillation. 20 cem milchs. Li. ®/,, + 180 cem Na,CO, 

2%, mit Amylalkohol gesattigt, dazu Phosphorsiure bis zum 
Farbenumschlag von Methylorange. Bei 150—200 mm _ Druck 
und 85° zur Trockne gebracht. Bestimmung nach Fiirth und 


PU UIE Se ee as eS ee ee ee See ge, Neen ee 
20 cem "/,,-Lithiumlactat. Sittigung mit Ammonsulfat und Aus- 
schiittelung nach Ohlsson; weiter wie im vorigen Versuche . 75,0 


Eindam pfen mit einem groBen Uberschusse von NH,. 20 ccm 
4/,9-Lithiumlactat erst mit H,SO, angesdiuert. Dann ein groBer 
UberschuB von NH, hinzugefiigt, am Wasserbade fast zur Trockne 
gedampft; mit 0,5°% H,SO, in den Bestimmungskolben gespiilt. 
Destillation nach Fiirth und Charnass .......... 90,0 

Analoger Versuch, NH, jedoch nur in sehr geringem Uberschusse . 84,4 

Eindampfen bei schwach phosphorsaurer Reaktion. 20 cem 
n/,,-Lithiumlactat mit 200 cem Na,CO, 2%, 2 Tropfen Methyl- 
orangelésung, sodann Phosphorséure bis zur Ubergangsfirbung 
(deutlich sauer gegen Lackmus) zum Syrup eingedampft. Be- 
stimmung nach Fiirth und Charnass ........... 93,9 


noch keinen Verlust an Milchsiure nachweisen. Erst nach dem Verdampfen des 
gréBten Teiles des Wassers ging etwas Milchsiure verloren. Gegenwart von Essig- 
siure erhdht die Fliichtigkeit von Milchsiiure. Es ist ganz allgemein iiblich, die 
Milchsiure im Weine derart zu bestimmen, daf man erst die fliichtigen Sauren 
abdestilliert, sodann im Riickstande die Milchsaéure ermittelt. Allerdings ist die 
Methode der Milchsiurebestimmung in derartigen Fallen bisher eine primitive ge- 
wesen und eine Kontrolle nicht vorhanden. Nach E. B. Hart und I. I. Williams 
(Journ. of the Americ. chem. soc. 35, 919; Chem. Centralblatt 2, 944. 1913) ist 
Milchsiure mit Dampf von 100° nur zum geringen Teile fliichtig. 


10* 
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Proz. Aus- 
‘ beute an 
organg Milchséure 


Eindampfen bei stark essigsaurer Reaktion. 20 ccm "/,,- 
Lithiumlactat, dazu 100 ccm Na,CO, 2% Methylorange und Essig- 
siiure bis zum Farbenumschlag. Die nunmehr stechend nach 
Essigsiure riechende Filiissigkeit zum Syrup om, mesa Be - 
stimmung nach Fiirth und Charnass . . . 84,5 
Eindampfen bei schwach salzsaurer Reaktion, 20 eem “B/yo- 
Lithiumlactat, dazu 80 cem Na,CO, 2%, etwas Methylorange und 
Salzsiure bis zum Farbenumschlage (schwach sauer gegen Lack 
mus) zum Syrup gedampft. Bestimmung nach Fiirth und Char- 


a) ere at ee Ne ee ya ee 58,8 
Eindam pfen mit Zinkcarbonat. 20 cem "/,)-Lithiumlactat - 

200 cem Na,CO, 2%. Dazu Methylorange, sodann Phosphorsiure 

bis zu starker Rotfarbung. Mit Zinkcarbonat am Wasserbade zur 

Trockne eingedampft, wobei Farbung in gelb umschligt, waihrend 

Lackmus noch saure Reaktion anzeigt. Bestimmung nach Fiirth 

und Charnass 17,2 


Eindampfen nach Neutralisation mit Baryt und Kohlen. 
siure. 20 ccm ®/,9-Lithiumlactat + 80 ccm Na,CO, 2%, mit 
Schwefelsiure angesiuert, der Uberschu8 derselben mit Baryt- 
wasser, der BarytiiberschuB mit Kohlensiure beseitigt. Die 
(gegen Lackmus neutrale) Lésung zur Trockne gebracht . . . 91,0 
Laktatlésung mit Amylalkohol gesittigt; sonst Vorgang wie beim 


vorigen Versuche. ST RS REO CN Ce ek 
Abblasen des Amylalkohols durch Wasserdampfdestillation. 

20 cem ®/19- Lithiumlactat + 80 cem Na,CO, 2%, mit Amylalkohol 

geschiittelt. Dazu Methylorange und Schwefelséure bis zur schwach 

alkalischen Reaktion. 2stiindige Wasserdampfdestillation. Be- 

stimmung nach Fiirth und Charnass ........... = 92,7 
I al is iid od ee inte va Se celia, Ga ie — hee eal < 


SchlieBlich hat sich uns bei diesen und anderen Versuchen das uns 
von den Herren Kollegen Prof. I. Parnas und Dr. R. Wagner auf 
Grund ihrer reichen Erfahrungen bei Mikrobestimmungen der Milch- 
siure empfohlene Abblasen des Amylalkohols mit Wasser- 
dam pf am besten bewahrt. 


Was weiter die Ausschiittelung mit Amylalkohol betrifft, sind wir 
beim Arbeiten mit Hefe und mit Blut nicht jenen Sehwierigkeiten begegnet, die 
Genia Riesenfeld’) insbesondere beim Verarbeiten langerer Zeit im Brut- 
ofen autolysierter menschlicher Organe zu iiberwinden hatte, insofern nach Aus- 
schiittelung eine glatte Trennung der Schichten erst erzielt wurde, nachdem durch 
Ammonsulfat nicht fiallbare Kolloide mit Phosphorwolframsiure beseitigt worden 
waren. Wir fanden die einfache, von Ohlsson empfohlene Ammonsulfatfallung 
in der Regel ausreichend, und nur ausnahmsweise, wenn nach Ammonsulfat- 
sittigung ein triibes Filtrat resultierte, haben wir uns genétigt gesehen, in dem- 
selben durch Zusatz einer geringen (nicht iiberschiissigen) Menge von PWS einen 
voluminésen Niederschlag zu erzeugen, nach dessen Abtrennung die Aus- 
schiittelung des nunmehr klaren Filtrates meist anstandslos vonstatten ging. 


Wir fiihren schlieBlich ein Beispiel jenes Vorganges an, der sich uns 


1) lie. 
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als praktisch erwiesen hat, und den wir, von geringfiigigen Varianten 
abgesehen, als Regel eingehalten haben: 


Milchsaiurebestimmung in einer Hefensuspension. 

Eine Suspension von 25g Hefe in 120 cem Leitungswasser wurde 
mit 30 ccm ®/,,-Lithiumlactat (= 0,270 g freie Milchsiure) versetzt und 
6 Stunden lang ein Luftstrom durchgeleitet. Sodann wurde in dem 
Gemenge die Milchsaure auf folgende Art bestimmt: 

Zu der Suspension wurde in einem Glasstutzen 120 g feingepulverten 
Ammonsulfates hinzugefiigt und das Gemenge unter zeitweiligem 
Umrihren einen Tag bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Sodann 
wurde das Niveau der Fliissigkeit am Glase durch ein aufgeklebtes 
Papierstreifchen markiert und die Fliissigkeit durch ein trockenes 
Faltenfilter gegossen, dessen Grund etwas Kieselgur enthielt. Die- 
selbe ging erst zuweilen einige Zeit lang triib durchs Filter; nach 
wiederholtem AufgieBen wurde jedoch (von einer geringfiigigen Opal- 
escenz abgesehen) eine Klirung erzielt. (Das Gesamtvolumen des 
urspriinglichen Gemenges wurde in der Weise ermittelt, daB in dem 
mit der Marke versehenen Stutzen, in dem der Bodensatz ungeldésten 
Ammonsulfates geblieben war, Wasser bis zur Marke eingefiillt und 
sogleich in einen MeBzylinder abgegossen wurde. Das Volumen 
betrug 240 cem. Von dem vorerwahnten Filtrate wurden nun 120 ccm 
abgemessen und weiter verarbeitet. Es wurde 1/,, Volumen 50 proz. 
Schwefelsaiure (also 12 ccm) hinzugefiigt!) und die Fliissigkeit 
nunmehr mit dem doppelten Volumen (?/, Liter) Amylalkohol in 
einem Scheidetrichter gut durchgeschiittelt. Nachdem die Schichten 
sich getrennt hatten, wurde die wisserige Schicht abgelassen. Nunmehr 
wurce der Amylalkohol in einen zweiten Scheidetrichter tibergefiihrt und 
mit 1/, Liter 2proz. Natriumcarbonatlésung geschiittelt. Sodann 
wurde er abgetrennt, in den ersten Trichter zwiickgebracht, mit der 
zu extrahierenden Fliissigkeit wieder geschiittelt usw. und der ganze 
Vorgang fiinfmal wiederholt. Nunmehr wurde die Natriumcarbonat- 
lésung, welche die ganze Milchsiure aufgenommen hatte, mit einigen 
Tropfen einer Lésung von Dimethylamidoazobenzol versetzt, 
Schwefelsiure bis zur Rotfarbung, dann vorsichtig Natriumcarbonat 
bis zur Ubergangsfarbung hinzugefiigt und durch die in einen Kolben 
iibergefiillte Fliissigkeit zur Vertreibung des ihr anhaftenden Amyl- 
alkohols ein Strom von Wasserdampf geleitet. Zugle:ch mit dem 
Amylalkohol ging der Indikator tiber, und etwa nach 1 Stunde erschien 
die Fliis igkeit nicht nur farbles, sondern auch frei von jedem Amy!l- 





1) Zuweilen trat beim Zusatze der Schwefelsiure zu den ammonsulfathaltigen 
Filtraten noch eine Fallung auf, die in diesem Falle durch neuerliche Filtration 
beseitigt wurde. 








150 O. Fiirth und F. Lieben: 


alkoholgeruche Nunmehr wurde die Fliissigkeit in den Destillations- 
kolben des Milchsiurebestimmung apparates iibergespiilt, mit dem 
gleichen Volumen | proz. Schwefclsiure und etwas Talkpulver versetzt 
und die Destillation unter Eintropfen von "/;, KMnO, und Vorlage 
von 30 ccm der vorgeschriebenen Kaliumbisulfitlésung durchgefiihrt. 
Der gleichzeitig festgestellte Titer der Bisulfitlésung betrug fiir 10 cem 
derselben 21,0 cem ®/,,.-Jod: 

Die Vorlage sonach 3: 21 63,0 com ®/;,-Jod 

zuriicktitriert ...... 12,6 

verbraucht ....... 20,4 e 

Unter Anwendung des Routinefaktors 0,005 ergibt sich die Milch- 
siuremenge 20,4- 0,005 = 0,1020g fiir die verarbeiteten 120 ccm 
des urspriinglich vorhandenen Gemenges. Sonach fiir die Gesamtmenge 
desselben 2 - 0,102 = 0,204 g¢ Milchsaure. 

In den zugesetzten 25 g Hefe hatte eine friihere Bestimmung 0,029 ¢ 
Milchsaiure ergeben. Zu Beginn des Versuches waren also 0,270 + 0,029 
= 0,299 g Milchsiure vorhanden. Nach AbschluB des Versuches haben 
sich noch 0,204 g Milchsiure gefunden, d. i. 68,2% von 0,299 g. 

Demnach sind bei dem Liiftungsvorgange 31,8° der Milchsiure 
zerstoért worden. 


II. Milchsiiurezerstérung durch Hefe. 
A. Literaturangaben. 

Es ist unerlaiBlich, daB wir, bevor wir auf unsere eigenen Versuche 
eingehen, uns zunichst den gegenwirtigen Stand unserer Kenntnisse 
in bezug auf die Milchsiurezerstérung durch Hefenpilze und 
andere Mikroorganismen vergegenwirtigen. 

C. Wehmer?’) hatte bereits vor zwei Dezennien beobachtet, dai} in saurer 
Milch, Gurken- und Sauerkrautbriihe, wenn Bildung von Schimmel- und Kamm- 
hautdecken eingetreten war (Oidium lactis und Mycodermaarten), ein rapider 
Riickgang des Siuregehaltes auffallig wurde. 1,2, Milchséurelésung wurde in 
relativ kurzer Zeit bis zum Auftreten alkalischer Reaktion entsiuert. Es schien 
sich um eine Oxydation zu handeln, insofern die Séurezerstérung an die Luft- 
vegetation gebunden war und durch VergréBerung der Oberfliche wesentlich 
beschleunigt wurde. Saccharomyces cerevisiae erwies ich als unwirksam. Gegen- 
iiber der voriibergehend aufgetauchten Meinung, die Milchsaure sei ein normales 
Zwischenprodukt der alkoholischen Garung, hat A. Slator?) geltend ge- 
macht, daB giirenden Glucoselésungen zugesetzte Milchsiiure, wie die Titration 
lehrt, nur zu einem sehr geringen Teile verbraucht wird. E. Buchner und J. 
Meisenheimer®) sind zu dem Ergebnisse gelangt, daB zwar freie Milchsdiure 





1) C. Wehmer, Ber. d. botan. Ges. 21, 67. 1903. — Chem. Centralblatt 1, 
891. 1903. 

2) A. Slator, Ber. d. Dtsch. Chem. Ges 40, 123. 1907. 

%) E. Buchner und I. Meisenheimer, Landw. Jahrb. 38, Ergbd. 5, 265. 
1908. — Chem. Centralblatt 2, 730. 1909. — Ber. d. Dtsch. Chem. Ges. 43, 1773. 
1910. 
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von lebender Hefe weder vergoren noch gebildet wird, wohl aber kénnten mileh- 
saure Salze angegriffen werden. Bei einigen ihrer Versuche (Versuche 4, 5, 7) 
sahen sie aus (mit NaOH, NH, bzw. Na.CO, alkalisierten) Zuckergirungsgemischen 
immerhin einen erheblichen Teil der zugesetzten Milchsiure im Laufe von 2 bis 
4 Wochen verschwinden. Daf vermehrter Luftzutritt dabei eine Rolle spielt, 
ist zwar von den Autoren vermutet worden, geht aber aus den mitgeteilten Beob- 
achtungen keineswegs eindeutig hervor. R. O. Herzog!) und seine Mitarbeiter 
sahen, wenn sie Mycoderma cerevisiae und Oidium lactis auf Nihrlésungen wachsen 
lieBen, die 1—3° Milchsiéure enthielten, im Laufe von 1*/, Monaten 76—94°, der 
Milchsiure verschwinden. Die Versuche mit durch Aceton akgetéteten Mycelien 
(Titration freier Siure, Bestimmung der CO,-Produktion) erscheinen in bezug auf 
die Zerstérung der Milchsiure nichts weniger als beweisend. Die Autoren”) glauben 
aber, denselben entnehmen zu sollen, daB die Saure verschwindet, aber nicht 
oxydiert wird. G, Petersson*) hat darauf aufmerksam gemacht, daB im Emmen- 
taler und anderen Kiasen Bakterien vorkommen, welche eine Propionsaure 
und Essigsiuregirung des Caliumlactates hervorrufen. Besonders ge- 
lochte Kise pflegen lactatvergiirende Bakterien zu enthalten. Zusatz von Milch- 
siurebildnern iibt einen reifenden KinfluB auf die Kiasemasse aus. Regelmabige 
Lochung wurde bei Kasen erzielt, die mit Oidium lactis geimpft worden waren‘). 
Moufang®) hat sich mit der Milchsiurezerstérung beim Maischprozesse beschiaf- 
tigt. Milchsiure, die zum Zwecke der SiureerhOhung wahrend des Maischprozesses 
dem Biere zugesetzt worden war, wurde nach einiger Zeit nur teilweise wieder- 
gefunden. M. Oppenheimer’) im Laboratorium G. Embdens in Frankfurt a. M. 
hat Hefensaft mit Milchséiure mit und ohne Zusatz von Brenztraubensaure 
angesetzt und hat in letzterem Falle (in einem Versuche) ein betrichtliches Ver- 
schwinden von Milchsiure wahrgenommen. Nach den Angaben W. Palladins’) 
und seiner Mitarbeiter soll getétete Hefe imstande sein, Milchsaure zu zersetzen ; 
die (unter Kohlensiureabgabe sich vollziehende) Zersetzung wird durch Methy- 
lenblau (als Wasserstoffacceptor) beschleunigt. Palladin vermutet, daB Milch- 
siure erst zu Brenztraubensiure CH, -CO-COOH oxydiert wird, worauf diese 
angeblich zu CH,-COH + CO, zerfallt. P..Mazé*) untersuchte ein Dutzend 
Bakterien, welche in einer rein mineralischen Nahrlésung mit Calciumlaktat 
als einziger Kohlenstoffquelle auszukommen vermégen. Dabei wurde das Auf- 


1) R. O. Herzog und O. Ripke, I., Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 
743, 284. 1911. — IL, dieselben und O. Saladin, ebenda, 73, 290. 1911. 

*) lc. IL Mitt. Vers, II. 

3) Gerda Petersson, Zentralbl. f Bakteriol. usw.. Abt. II, 24, 333, 343. 1909. 

4) Oidium lactis (Milcheischimmel), das als zarter, flaumiger, weiBer 
Schimmeliiberzug auf dem Rahm saurer Milch auftritt, wird oft irrtiimlich mit 
dem Pilz der Milchséuregirung (Bacillus lactis) verwechselt. 

5) Moufang, Zeitschr. f. d. ges. Brauwesen 36, 241. — Chem. Centralblatt 
2, 89. 1915. 

5) M. Oppenheimer, H. Zeitschr. f. physiol Chem. 89, 45. 1903; 93, 262. 
1914. 

7) W. Palladin und EK. I. Lowtschinowskaja, diese Zeitschr. 65. 
129. 1914. — Bull. Acad. St. Petersburg 1914, 8. 749. — Chem. Centralblatt 2, 
424. 1914. — W. Palladin und D. Sabanin, Biochem. Journ. 10, 183. — Chem. 
Centralblatt 1, 23. 1917. 

8) P. Mazé, Cpt. rend. hebdom. des séances de l’acad. des sciences 156, 1101. — 
Chem. Centralblatt 2, 2057. 1913. — Cpt. rend. des séances de la soc. de biol. 
81, 1150. 1918. Chem. Centralblatt 1, 960. 1919. 
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reaktion) ermittelt und Essigsiure (Spuren bis mehr als der Halfte der zerstérten 
Milchsiiure entsprechend), nicht aber von Ameisensiure beobachtet, ferner Ace- 
tylmethylearbinol CH, -CH(OH)-CO-CH,!), gelegentlich auch Diacety! 
CH, +CO-CO-+CHs,. SchlieBlich haben amerikanische Autoren?) mitgeteilt. daf 
gewisse pentosezerstérende Bakterien auch Milchsiure unter Bildung von 
Essigsiure anzugreifen vermégen. 

Damit diiften die bisher vorliegenden Literaturangaben, insoweit 
dieselben zu unserer Kenntnis gelangt sind, erschépft sein. Zusammen- 
fassend kénnen wir sagen, daB das Vermégen, Milchsiure zu zerstéren, 
fiir eine Reihe von Bakterien, fiir Oidium lactis sowie auch fiir Hefen 
nachgewiesen erscheint, und daB es den Eindruck macht, es handle sich 
um eine oxydative Zerstérung, wobei insbesondere Kohlensiiure, 
Essigsiure, Propionsiure (?) und Brenztraubensiiure aufzutreten 
scheinen. Bei den meisten derartigen Beobachtungen handelt es sich 
um Versuche von sehr langer Dauer, bei denen man die Mikro- 
organismen sozusagen gezwungen hatte, ihren Lebensunterhalt auf 
Kosten der Milchsaéure zu bestreiten und dieselbe zu verzehren. Der- 
artige Vorginge diirften wohl auch prinzipiell grundverschieden sein 
z. B. von dem rapiden Verschwinden der Milchsiure aus dem Muskel, 
bei dem, der Meinung O. Meyerhofs entsprechend, die Milchséure 
teilweise oxydativ zerstért, teilweise aber zu Kohlenhydrat synthetisch 
verarbeitet wird. Ganz besonders diiftig aber erscheinen unsere bis- 
herigen Kenntnisse in bezug auf die Milchsiurezerstérung durch die 
Hefe. Dieselben beschrinken sich im Grunde genommen auf die 
Feststellung, daB Hefen (und anscheinend unter Umstinden auch die 
von dem lebenden Protoplasma abgetrennten Hefefermente) unter 
gewissen Bedingungen Milchsiéure zu zerstéren vermégen, wobei es 
den Anschein hat, als ob es sich um einen oxydativen Abbau handeln 
wirde. 

Wir gehen nunmehr zur Mitteilung unserer eigenen Versuche tiber, 
wobei es sich uns zunichst darum gehandelt hat, die Bedingungen 
der Milchsiurezerstérung durch Hefe priziser zu erfassen, als 
dies bisher geschehen ist. 


B. Milchséurezerstérung unter Einwirkung von Sauerstoff. 
1. Versuch. 
Luftdurchleitung, Zusatz von Methylenblau, Autolyse. 


Frische PreBhefe (aus der Mauthnerschen Hefefabrik in Wien) ge- 
langte in Portionen zu je 25 g zur Verarbeitung. Es wurden folgende Proben 
angesetzt: 


1) Angeblich entstanden nach der Gleichung 
CH, - CH(OH) - COOH + CH, -CO- COOH + 0 = 2CO, +. H,O 
+ CH, - CH(OH) - CO - CH. 
*) E. B. Fred, W. H. Petersonund A. Davenport, Journ. of biol. chem. 
42, 175. — Chem. Centralblatt 1920. ILI, 670. 
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a) 25 g Hefe + 150 ccm Leitungswasser. Milchséurebestimmung nach 
ltagigem Stehen bei Zimmertemperatur ergab 0,029 g Milch- 
BBOGO vctisncect! GE Ase ahstl, ee aaa os eee ‘ 
b) 25 g Hefe + 120 ccm Wasser + 30 ccm ®/,)-Lithiumlactat (= 0,270 g 
Milchséure), sogleich verarbeitet, ergab 0,286 g Milchsiure (statt 
0,270 + 0,029 = 0,299 g Milchsfure), d. i... . . ~~... . . 96,4% 
c) wie b), jedoch mit dem Unterschiede, daB durch die Probe erst 
6 Stunden lang ein Luftstrom durchgeleitet wurde, dann erst 
wurde sie analysiert: 


0,204 g Milchsaiure (statt 0,299 g), dd. i... 2 2... 68,2% 
d) wie ¢), sie ergab: 
0,204 g Milchsaiure (statt 0,299 g), dd. i. 2 2 1 1. .  68,2% 


e) Zusatz von Methylenblau. 25 g Hefe + 70 com Wasser +- 30 cem 
n/,)-Lithiumlactat (= 0,270 g Milchsiure); auBerdem wurden aber 
noch 50 ecm einer 0,5 proz. Methylenblaulésung in NaCl 0,9°, 
hinzugefiigt. Die Probe wurde 1 Tag bei 40° gehalten. Schon nach 
wenigen Stunden war Entfirbung eingetreten und nur an der 
Oberflaiche blieb eine schmale hellblaue Zone erhalten. Die Ana- 
lyse ergab: 
0,244 g Milchsadure (statt 0,299 g), di... 2... . . 816% 
f) wie e), mit dem Unterschiede jedoch, daB erst 6 Stunden lang ein 
Luftstrom durch die Probe durchgeleitet, dieselbe sodann iiber 
Nacht bei Zimmertemperatur stehen gelassen wurde. Die Milch- 
siurebestimmung ergab sodann: 
0,189 g Milchsiure (statt 0,299 g), d.i.. . 2... . 63,39 
g) 25¢ Hefe + 120 cem Wasser + 30 ccm ®/,,-Lithiumlaktat (= 0,270 g 
Milchséure); erst 2 Tage lang bei Zimmertemperatur, sodann 
(nach Zusatz von einigen Tropfen Toluol) 1 Tag im Brutofen 
belassen. Die Analyse ergab sodann: 
0,304 g Milchsiure (statt 0,299 g), d. i. 2 2... . 102,6% 
Dieser Versuch lehrt uns, daB eine autolytische Zerstérung von 
Milchséure nicht erfolgt ist, vielmehr hat offenbar in der autolysierten 
Hefe (Probe g) eine merkliche Neubildung von Milchsiure statt- 
gefunden. Unverkennbar dagegen ist (Proben c, d und f) der Kinflub 
der vermehrten Sauerstoffzufuhr, welche das Verschwinden von 
etwa einem Drittel der urspriinglich vozhandenen Milchsdéure bewirkt 
hat. Ein zweifelloser Effekt eines Methylenblauzusatzes, der im 
Sinne Palladins (siehe oben) als ,,Wasserstoffakzeptor™ dienen sollte, 
war nicht zu verzeichnen. 


2. Versuch. 
Acetonhefe. 
Aus 200 g frischer PreBhefe (aus der PreBhefefabrik Wolfrum A.-G. Stadlau) 
wurde nach E. Buchners!) Vorgange Acetonhefe bereitet. Zu diesem Zwecke 
wurde die Hefe portionenweise im Laufe von 5 Minuten in !/, | Aceton suspendiert. 


1) R. Albert, E. Buchner und R. Rapp, Ber. d. Dtsch. Chem. Ges. 35, 
2376. 1902. 
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10 Minuten stehen gelassen, abgenutscht und gut abgepreBt, sodann neuerlich 
mit 300 ccm Aceton verrieben und wieder auf die Nutsche gebracht; dann analog 
mit '/, 1 Aceton behandelt; schlieBlich wurde die Hefe auf Filterpapier gebracht 
und bei 40° schnell getrocknet und gepulvert. Gewicht nunmehr 60 g. Davon 
Portionen zu je 5 g eingewogen. 
a) 5 g Hefe in 150 com Leitungswasser suspendiert, nach | tagigem 

Stehen bei Zimmertemperatur analysiert, ergab 0,025 g Milch- 

siure (was umgerechnet fiir die wasserhaltige Hefe 0,159 Milch- 

sdure entspricht) 
b) 5g Hefe + 120 ccm Wasser + 30 cem ®/,,-Lithiumlaktat (= 0,270 g 

Milchsaure); nach 1tigigem Stehen analysiert: 

0,252 g Milchséure (statt 0,270 + 0,025 == 0,295 g), d. i. 85,4°% 

c) wie b), durch die Probe wurde jedoch 8 Stunden lang ein Luft- 

strom durchgeleitet. Milchsiurebestimmung ergab: 


0,297 g Milchséure (statt 0,295 g), d.i.. . 2... 100,7°, 
d) Parallelprobe zu c). Diesmal aber ergab die Analyse nur: 
0,130 g Milchsiure (statt 0,295 g),d.i.. 2... 44,19, 


e) wie b), Probe jedoch unter Toluolzusatz 5 Tage lang der Autolyse 
im Brutofen iiberlassen. Analyse: 
0,287 g Milchséure (statt 0,295 g), d. i... 2. 2. . 99,3% 


f) wie e): 0,266 g Milchsiure (statt 0,295 g), di... 2... 90,2°,, 


g) 5 g Acetonhefe + 70 com Wasser + 50 ccm Methylenblau, 0,5°% 
nach ltagigem Stehen bei Zimmertemperatur analysiert: 
0,235 g Milchsaiure (statt 0,295 g), dd. i... . . - 79,6°% 


h) wie g), jedoch wurde 8 Stunden lang ein Luftstrom dure hgeleitet 
iiber Nacht bei Zimmertemperatur belassen: 
0,247 g Milchsiure (statt 0,295 g), d.i.. 2... 83,7% 


Das Milchsiurezerstérungsvermégen der Hefe hat durch die Aceton- 
behandlung zweifellos eine weitgehende Abnahme erfahren. Es ist 
nicht ganz aufgehoben worden; denn die Werte b, g und h fallen immer- 
hin schon auferhalb der Fehlerbreite der Milchsaurebestimmung. Der 
Effekt des Methylenblauzusatzes war auch hier ein zweifelhafter, 
der der Autolyse ein zweifellos negativer. Eine eklatante Milchsaure- 
abnahme findet sich nur in der geliifteten Probe d; der Wert dieser 
Beobachtung wird aber durch den Umstand beeintrichtigt, daB die 
Parallelprobe ¢ ein véllig negatives Resultat ergibt, derart, daB ein 
Analysenfehler nicht ausgeschlossen werden kann. (Vgl. unten Ver- 
such 6!) 

3. Versuch. 
Luftdurchleitung; Zusatz einer Fleischabkochung. 


Da die vorstehenden Versuche mit dem Lithiumsalze der optisch 
inaktiven Garungsmilchsiure ausgefiihrt worden waren, ergab sich nun- 
mehr die Frage, ob nicht vielleicht die optisch aktive Fleisch- 
milchsaure in jenem Zustande, in dem sie im Muskel und anderen 
Organen vorkommt, an sich den (den lebenden Zellen innewohnenden) 
zerstérenden Kriften leichter zugiinglich sei als die inaktive Garungs- 
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milchséure. Auch erschien es von vornherein nicht ausgeschlossen, daB 
in ahnlicher Weise, wie etwa eine Hefenabkochung als ,,Koferment* 
der Hefengiirung wirksam werden kann, sich eine Fleischabkochung 
als ,,Koferment’ der Milchsiurezerstérung geltend machen kénnte- 
Von diesem Gesichtspunkte aus wurde der nachfolgende Versuch an- 
gesetzt : 


a) Kontrollprobe mit 30 ccm Lithiumlactat "/,,- ohne Zusatz; 
gefunden: 
0,259 g Milchsaéure (statt 0,270 g), d. i. . 2. 1 1. . 95,9% 
b, c) 25 g Hefe + 150 ccm Leitungswasser, ohne weiteren Zusatz nach 
ltagigem Stehen bei Zimmertemperatur analysiert: 
past } Mittel 0,057 g oder 0,228°, Milchsaure 
0,059 g /o + 
d) aus 1/, kg Pferdefleisch wurde durch mehrmaliges Abkochen mit 
Wasser ein Extrakt bereitet und nach Filtration auf 600 cem ein- 
geengt. 25 g Hefe wurden mit 150 ccm dieser Fleischab kochung 
angesetzt und sogleich analysiert: 0,374 g Milchsdure?) 
e, f) Durch zwei weitere Proben der gleichen Art wurde 16 Stunden lang 
bei Zimmertemperatur ein Luftstrom durchgeleitet. Die Analyse 
ergab sodann: 
0,050 g Milchsdiure (statt 0,374 g), d. i Pee et. Se 
0,287 g Milchsiure (statt 0,374 g), d. Lara 77,4% 
wobei zu bemerken ist, daB der die erste Probe silane rende Luft. 
strom ein weit lebhafterer gewesen war, als der durch die zweite 
Probe geleitete. 
g, h)2 weitere Proben der Hefe zu je 25g wurden mit 120ccm Wasser, 
sowie mit 30 ccm ®/,,-Lithiumlactat angesetzt. Ein Luftstrom 
bei Zimmertemperatur 16 Stunden durchgeleitet; sodann 
gefunden: 
0,172 g Milchsadure (statt 0,270 + 0,057 = 0,327 g), d. i. 52,6% 
0,226 g Milchsiure (statt 0,270 + 0,057 = 0,327 g), d. i. 69,1% 
i,k) 2 weitere Hefeproben zu je 25 g wurden mit 45 ccm Wasser 4 
75 cem 11/,% Natriumfluoridlésung + 30 ccm ®/,,-Lithiumlactat 
angesetzt. Ein Luftstrom wurde im Brutofen bei 40° durch- 
geleitet; gefunden: 
0,219 g Milchsdure (statt 0,327 g), d. i... . 1... . 64,0% 
0,065 g Milchsaure (statt 0,327 g), d.i.. 2 . 2. 1. 19,0% 


Wir haben bei diesem Versuche ganz entschieden den Eindruck 
gewonnen, dais weder ein in der Fleischabkochung enthaltendes 
Koferment ausschlaggebend war, noch die optische Aktivitit der 
Milchsiure, noch die Temperatur, insofern es so ziemlich auf das- 
selbe herauskam, ob wir die Hefe bei Zimmer- oder Brutofentemperatur 
arbeiten lieBen. Das ausschlaggebende war offenbar die Intensitiat 
des Sauerstoffkontaktes. 





1) Da 0,374 — 0,057 (Milchsiuregehalt der Hefe) = 0,317, und 120 com der 
Abkochung 100 g Pferdefleisch entsprechen, ergibt sich fiir dieses ein Milch- 
saéuregehalt von 0,26%. 
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4. Versuch. 
Sauerstoffdurchleitung; Schiitteln mit Luft; Einwirkung 
von Sauerstoff unter Hochdruck. 

DaB sich dies tatsiichlich so verhalt, ist uns schon beim nichsten 
Versuche zur Gewibheit geworden, wobei die Zerstérung von Milch- 
siure durch frische Hefe beim Schiitteln mit Luft, bei Durchleitung 
von Sauerstoff, sowie bei Einwirkung von Sauerstoff unter Druck in 
einer Bombe verglichen worden ist. 


Portionen ganz frischer Hefe zu je 25 g wurden mit 120 ccm Leitungswasser 
und 30 ccm 2/;)-Lithiumlactat (= 0,270 g Milchsiure) angesetzt: 


a, b) Sogleich analysiert: 
oie ; 0,275 g Milchsfure’). ..........+.- 100% 
c,d) 2 Proben wurden in Glasdosen mit eingeschliffenem Stépsel 
16 Stunden lang im Schiittelapparate ee 
0,203 g Milchsiure (statt 0,275 g), d. i ete Hatt, LPR, 
0,173 g Milchsaiure (statt 0,275 g), d. i... . . 62,9% 
e, f) Durch 2 Proben wurde 20 Stunden lang-aus einer Bombe dave r- 
stoff durchgeleitet: 
0,093 g Milchsiure (statt 0,275 g), d. fo. Oa «) BE 
0,114 g Milchsdure (statt 0,275 g), d. i... . 415% 
g) Dieselbe Hefe (nach 1 tagiger Aufbewahrung) wie oben angesctet 
in einer Berthelotschen Calorimeterbombe unter 20 Atmo- 
sphiren Druck mit Sauerstoff gefiillt und bei gut wirksamem 
ferschlusse 6 Stunden bei Zimmertemperatur stehen ge- 
lassen. Es fanden sich: 
0,238 g Milchsiure (statt 0,275 g), d. i. . 88,8%, 
h) Hy min: wie g), mit dem Unterschiede jedoch, dab die Bombe 
6 Stunden lang im Schiittelapparate geschiittelt wurde. Es 
ergab sich: 
0,114 g Milchsaure (statt 0,275 g), d. i... 415% 
i) Versuch wie g). Die gut schlieBende Bombe jedoch enn 20 Stu un- 
den lang bei Zimmertemperatur ruhig stehen ge lassen. 
Die Analyse ergab: 
0,286 g Milchsiure (statt 0,275 g), di... . . . . . 104% 
k) Wiederholung desselben Versuches in einem nicht vollstandig 
schlieBenden Papinschen Topfe. Maximaler Sauerstoffdruck 
von 7 Atmosphiaren, langsam absinkend und zeitweilig durch Nach- 
fiillen von O, aus einer Bombe wieder gehoben. Analyse nach 
20 Stunden bei Zimmertemperatur: 
0,288 g Milchsdure (statt 0,275 g), d.i.. 2 2. 2. . 104% 


Dieser Versuch lehrt, daB es offenbar nicht sowohl auf den Druck 
des Sauerstoffes ankomnt, als auf den innigen Kontakt stets 
erneuerten Sauerstoffes mit dem Zelleibe, wobeidie zerstérende 
Wirkung sogleich zum Stillstande kommt (vielleicht auch 
rickliufig wird), wenn, wie es in der verschlossenen Bombe der Fall 





1) Praformierte Milchsiure in der Hefe diesmal vernachlassigt. 
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ist, der Gasaustausch gehemmt erscheint!). Selbst bei einem 
Drucke von 20 Atmosphiiren vermochte der Sauerstoff in der ver- 
schlossenen Bombe keine zerstérende Wirkung der Milchsiure gegen- 
iiber zu entfalten. Im Gegenteil hat eine autolytische Neubildung von 
Milchséure stattgefunden. 

Die Richtigkeit dieser Auffassung ist auch durch den nachstfolgen- 
den Versuch bestiatigt worden. 


5. Versuch. 

Schiitteln mit Luftim verschlossenen GefaBe, mit Sauerstoff 
unter Hochdruck, sowie unter Sauerstoffdurchleitung. 
Ansatz wie in 4. 

a), b) Direkte Milchséurebestimmung in 25 g Hefe: 

0,278 g\ 
0,291 gf 

c), d) 2 Proben in einer verschlossenen Glasdose 17 Stunden lang ge- 
schiittelt. Gefunden: 

@,183 g Milchsfure, di. . . 2... 1.1211 es. C45% 


0,284 g Milchsiure, di... ........ 100% 


@,200 ¢ Milohsfure, d:i, . 2. 1-1 ww ee ew ee te  7O,4G% 
e), f) 2 Proben in verschlossener Berthelot - Bombe unter ca. 20 
Atmosphiren Druck 17 Stunden geschiittelt. Analyse: 
@,150 g Milebsiure, didi. ke ee se RBG 
eg Se a ee A 
g, h) Durch 2 Proben in einem hin- und herschwingenden Rund- 
kolben 17 Stunden Sauerstoff durchgeleitet. Analyse: 
i Pe Me & a eerie © 
@,010 g Milochsfure, di... .........2.2.. «98% 


Die Sauerstoffdurchleitung durch ein offenes GefaB, in 
dem die wasserige Hefensus pension in steter schwingender 
Bewegung erhalten worden war und die Hefenzellen nicht 
nur stets mit neuen Sauerstoffteilchen in Kontakt kamen, 
sondern auch imstande waren, ihre gasférmigen Stoff- 
wechselprodukte ungehindert abzugeben, hat sonach in 
bezug auf die Milchsiurezerstérung unvergleichlich mehr 
geleistet als die Einwirkung des Sauerstoffes in der ver- 
schlossenen Bombe unter 20 Atmosphiaren Druck und hat 
die vorhandene gesamte Milchsiuremenge bis auf geringe 
Reste zum Verschwinden gebracht. 


1) Wir méchten es nicht unterlassen, an dieser Stelle daran zu erinnern, dal} 
hoherSauerstoffdruck, wie schon mehrfach beobachtet worden ist, eine deletare 
Wirkung auf lebende Zellen verschiedener Art ausiibt. Es wiirde eigener Versuche 
bediirfen, um mit Sicherheit zu entscheiden, inwieweit das Ausbleiben der Milch- 
sdurezerstérung bei den Bombenversuchen durch eine Laihmung einer vitalen 
Zellfunktion oder aber durch Verschiebung eines chemischen Gleich- 
gewichtes bedingt sei. 
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Die Vorrichtung, welche uns bei den letzterwahnten ebenso wie bei 
zahlreichen spiiteren Versuchen gute Dienste erwiesen hat, ist aus der 
Zeichnung zu ersehen. (A Sauerstoffbombe, B Waschflasche mit Baryt- 
wasser, C Schiittelkolben, D,, D, Vorlagen mit titr. Barytwasser, 
E Elektromotor, F Transmissionsscheibe. ) 





























6. Versuch. 
Sauerstoff-Schiittelungsversuch mit frischer, gekochter und 
Acetonhefe. 


Der vorliegende Versuch wurde ausgefiihrt, um festzustellen, ob 
das Vermégen oxydativer Milchsiurezerstérung an das Leben der 
Hefezelle gebunden ist, oder ob auch durch Erhitzen oder Aceton- 
einwirkung abgetétete Hefezellen noch imstande sind, Milchséure 
zu zerstoren. 


a) 25 g frischer PreBhefe wurden mit 50 ccm Leitungswasser und 
100 cem ®/,9-Lithiumlactat (= 0,900 g Milchsiure) 15 Stunden 
lang im Schiittelkolben unter Sauerstoffdurchleitung ge- 
schiittelt. Die Analyse eines aliquoten Teiles ergab fiir die Ge- 
samtmenge: 

0,120 g Milchsiure (statt 0,90 + 0,06 = 0,96 g), d. i. 12,5% 
Um festzustellen, ob vielleicht an Stelle der verschwundenen 
Milchsiéure gréBere Mengen von Acetaldehyd nachweisbar 
seien, wurde ein aliquoter Teil des ammonsulfatgesattigten Hefen- 
filtrates mit Schwefelsiure angesiuert und im Milchsiurebestim- 
mungsapparate unter Vorlage titrierter Bisulfitlésung destilliert. 
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Auf die Gesamtmenge umgerechnet, fanden sich nur 0,0026 ¢ 
Acetaldehyd bei einem Verschwinden von 0,96 — 0,12 = 0,840 g 
Milchsaure. 
b) wie a); vor dem Schiitteln jedoch aufgekocht; gefunden: 
0,796 g Milchsaure (statt 0,960 g), d.i. . . . 82,9°,, 

c,d) Aus derselben Hefe wurde (nach dem beim zweiten Verwns ee an- 
gegebenen Vorgange) Acetondauerhefe gewonnen. 10 g der- 
selben wurden mit 120 com Wasser und 30 ccm ®/;)-Lithiumlactat 


(= 0,270 g Milchsiure) 15 Stunden lang im Schiittelkolben ge- 


schiittelt. Es fanden sich: 
0,647 (!) g Milchsaure (statt 0,270 g), d.i.. 2 2 2 2 . 239% 
0,482 g Milchsaure (statt 0,270 g), d.i. Site Vous eR 


Wir ersehen also, daB das Milchsiurezerst6rungsvermégen der Hefe 
durch die kurzdauernde Einwirkung der Siedehitze schwer geschidigt 
worden ist. Die Acetonhefe vermochte iiberhaupt keine Milchsiaure 
zu zerstéren; vielmebr hat sich eine autolytische Neubildung von 
Milchsaure in ihr unter Einwirkung des Sauerstoffes mit tiberraschen- 
der Intensitaét vollzogen. 


(. Kohlensiureproduktion und Kohlenhydratverbrauch im Verlaufe der 
oxydativen Milchsaurezerstérung. 


7. Versuch. 

Um in das Wesen der oxydativen Milchsaiurezerstérung durch Hefe 
besseren Einblick zu gewinnen, kontrollierten wir zunichst das Re- 
duktionsvermégen des Reaktionsgemenges. 

100 g frischer PreBhefe wurden in 800 cem Wasser verteilt und mit milch- 
saurem Natrium versetzt. 

a) Eine direkte Milchsiurebestimmung ergab fiir 100 com der Mischung 
0,654 g Milchsaiure (der Trockengehaltbestimmung des Lactates 
entsprechend waren 0,684 g Milchsiure zu erwarten gewesen). 
b), ¢) In je 100 ccm wurde der Gehalt an hydrolysierbarem Koh- 
lenhydrat?) mit 
0,47 gl : 
0,42 gf 0,445 g ermittelt 
d), e) Je 200 cem der Mischung wurden 15 Stunden lang im Schiittel- 

kolben unter Sauerstoffdurchleitung geschiittelt. 

Es ergab sich, daB die gesamte vorhanden gewesene Milch- 
siure verschwunden war. 

Nach EnteiweiBung mit Uranylacetat und Beseitigung des Urans mit Na- 
triumphosphat war im Filtrate keine Spur von Zucker oder einer anderen 
reduzierbaren Substanz nachweisbar; auch ammoniakalische Silber- 
lésung wurde nicht reduziert. Ebensowenig war eine Substanz vorhanden, die 


1) Die Probe wurde mit Salzsiure auf einen Gehalt von 2,2% an derselben 
gebracht, 41/, Stunden lang am Wasserbade hydrolysiert. Sodann wurde mit 
einem Uberschusse von Uranylacetat ausgefallt, ein aliquoter Teil filtriert und 
der Uraniiberschu8 mit Natriumphosphat beseitigt. Zuckerbestimmung nach 
Bertrand. 











160 Q. Firth und F. Lieben: 


mit Eisenchlorid Rotfarbung gibt. Auch ergab die Nitroprussidreaktion 
keinerlei Anhaltspunkte fiir die Anwesenheit von Brenztraubensiure. Die Jodo- 
formreaktion gab die Fliissigkeit nur andeutungsweise. 


Es waren also keine Anhaltspunkte dafiir vorhanden, da®B sich an 
Stelle der verschwundenen Milchsiiure etwa jene aldehyd- oder 
ketonartigen Substanzen angehauft hitten, an die als Derivate 
der Milchsaiure zuniachst zu denken wire. 


8. Versuch. 
Bei einem weiteren Versuche bemihten wir uns, jene Kohlen- 
siuremenge zu ermitteln, welche gleichzeitig mit dem Verschwinden 
der Milchsiure aus dem Hefegemisch entwickelt wird. 


Zu diesem Zwecke wurden hinter den Schiittelkolben (vergl. die Zeichnung) 
zwei Vorlagen eingeschaltet, die eine abgemessene Menge appr. "/;-Atzbarytlésung 
enthielten. Die Kohlensiureentwicklung machte sich so schon dem Auge durch 
die Abscheidung eines BaCO,-Niederschlages kenntlich und die Menge der in den 
einzelnen Versuchsphasen abgefangenen Kohlensiure konnte in aliquoten Teilen 
der Fliissigkeit (durch Titration mit Phenolphthalein als Indikator nach Cl. Wink - 
ler!) mit fiir unsere Zwecke ausreichender Genauigkeit ermittelt werden. 

50 g Hefe wurden mit 3,83 g milchsaurem Natron (= 3,07 g Milchsiure) ver- 
setzt, mit Leitungswasser auf 1/, | aufgefiillt. 

Ein Hydrolysenversuch mit 2,2% HCl in einem aliquoten Teile ergab (vergl. 
Versuch 7) fiir die Hefe einen Gehalt von 4,90°% leicht abspaltbaren Zuckers. 

Beim Versuche im Schiittelkolben unter Sauerstoffdurchleitung ergab sich 
{alles auf 300 ccm der Hefensuspension umgerechnet) eine Kohlensiureentwicklung: 


Gramm CO, in Gramm CO, pro 
Summa entwickelt Stunde entwickelt 
nach 11/, Stunden. ....... 0,185 0,123 
»  Weiteren 31/, Stunden... . 0,867 0,195 
> 2 ebay Fe Ie 1,056 0,183 
” ne 1 pe 10s 2 Res 1,28 ? 
und Unterbrechung iiber Nacht 
nach weiteren 4 Stunden. ... . 1,520 0,060 
” %s 2 a SOE he 1,670 0,070 


Die Analyse eines aliquoten Teiles nach Beendigung des Versuches 
ergab ein vélliges Verschwinden der zugesetzten Milchsaure. 

Gleichzeitig hatte, wie eine weitere Probe lehrte, die Menge des durch 
Saure leicht abspaltbaren Zuckers in der Hefe von 4,90 auf 3,45°%, 
abgenommen. 

Aus je 300 ccm der Hefensuspension (entsprechend 30g Hefe) war 
also die gesamte urspriinglich darin vorhanden gewesene Milchsaure- 
menge (1,84g) und von dem dann urspriinglich vorhandenen leicht 
hydrolysierbaren Kohlenhydrate (1,47 g) 0,435 g verloren gegangen, 
wahrend gleichzeitig 1,670 g CO, aufgetreten sind. 


1) Vergl. Treadwell, Lehrb. d. analyt. Chem., 4. Aufl., 2, S. 438. 
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Wenn 0,435 g Zucker der alkoholischen Garung unterliegen, 
k6nnen sie 0,22 g CO, liefern, bei totaler Verbrennung zu CO, und 
H,O jedoch 0,66 g CO,. Wenn 1,84g Milchsiure zu Brenztrauben- 
siiure oxydiert werden, diese aber der Carboxylasespaltung 
(CH, -CO- COOH = CO, + CH, + COH) unterliegt, so kann dabei 0,90 g 
CO, auftreten, bei totaler Verbrennung jedoch 2,70 g CO,. 

Falls bei dem oxydativen Verschwinden des milchsauren Natrons 
sich dieses in Natriumbicarbonat umwandelt, kénnte jedem Molckii‘e 
milchsauren Natrons entsprechend, je 1 Molekiil NaHCO, zuriick- 
bleiben'). 1,84 g verschwundener M Ichsiure entsprechend, kénnte dem- 
nach 0,90 g CO, als NaHCO, zuriickgehalten werden. Damit wiirde 
sich die CO,-Menge auf 1,67 + 0,90 = 2,57 g CO, erhéhen. Die Menge 
bleibt nur unerheblich hinter jener CO,-Menge zuriick, welche bei 
totaler Verbrennung der Milchsiure hatte auftreten miissen. 


9. Versuch. 

Um nun in diese Vorgiinge einen klaren Einblick zu gewinnen, 
haben wir nun eine Hefensuspension von 100g in 1 Liter Leitungs- 
wasser in zwei gleiche Teile gesondert. Die eine Hilfte (A) blieb ohne 
Milchsaurezusatz, die andere Hialfte (B) wurde mit 3,07 g Milchsiure 
(als Natriumlactat) versetzt. Durch beide Proben wurde nun parallel 
im Schiittelkolben Sauerstoff durchgeleitet. 

Kine direkte Milchsiurebestimmung in der ganz frischen Hefe ergab 
nur 0,06% Milchsiure. Nach 14stiindiger Sauerstoffdurchleitung war aus (B) 
die gesamte Milchsaure (3,07 + 0,03 = 3,10 g) verschwunden. 

Die Bestimmung des durch mehrstiindige Hydrolyse mit HCl 2,2% abspalt- 
baren Zuckers ergab einen Zuckerverlust in 

A) = 3,78 — 2,05 = 1,73 g 
B) = 3,78 — 1,35 = 2,43 g. 

Die CO, - Entwicklung (umgerechnet auf die gesamten 500 ccm der Hefen- 

suspension) betrug 
Gramm CO, in Summa entwickelt 





A B 
Probe ohne Probe mit 
Milchséurezusatz Milchsaiurezusatz 
nach 2 Stunden .... 0,352 0,528 
wig fi bers Pk 0,559 0,664 
wi iB 9 bigeny Ne 0,849 0,933 
ree as th ele ie 0,949 1,162 
eo 2 a eae 1,027 1,336 
6 “a ae gh 1,029 1,336 


Wir ersehen, daB die Hauptmenge der entweichenden Kohlensiure 
nichts mit dem Verschwinden der Milchsiure zu tun hat, insofern auch 


1) Spatere Versuche haben uns gezeigt, daB mit dieser Méglichkeit tat- 
siichlich gerechnet werden muB. 
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in der Probe A eine sehr lebhafte Kohlensiureentwicklung sich voll- 
zogen hat). Nach etwa 20 Stunden war der Proze sowohl in A als 
auch in B zum Stillstande gelangt, wobei B nur ein Plus von 0,3 g CO, 
aufzuweisen hatte. 

Zur Zeit als alle Milchsiiure verschwunden war (nach 14 Stunden, 
betrug der Zuckerverlust in A 1,73g. Die alkoholische Garung 
dieser Zuckermenge hatte 0,86 g CO, geliefert; tatsichlich sind 0,95 g 
CO, aufgetreten. Die Kohlensiurebildung erscheint hier also durch die 
alkoholische Zuckergirung ausreichend erklirt. 

In B steht einem Zuckermanko von 2,43 g Zucker eine CO,-Produk- 
tion von 1,162 gegeniiber; die alkoholische Garung wiirde 1,20 liefern. 
Also auch hier erscheint die CO,-Bildung durch die gleich- 
zeitig sich abspielende alkoholische Zuckergirung aus- 
reichend gedeckt. 

Man konnte in diesem Falle auch noch eines mit Sicherheit fest- 
stellen: 

Es ist in diesem Falle nicht daran zu denken, daB etwa die Milch- 
siure total zu H,O und CO, verbrannt worden wire; denn dies 
wiirde 4,5g CO, bedeuten. Selbst wenn (vgl. Vers. 8) die ganze 
theoretisch mégliche Menge CO, als NaHCO, zuriickgehalten worden 
ist, resultiert effektiv beim Verschwinden der Milchsaéure 0,3 + 1,55 
= 1,85 g CO,. 

Wir haben weiter bei diesem Versuch festgestellt, daB fliichtige 
Saéuren nur in Spuren nachweisbar waren. Weder bei gewéhnlicher 
noch bei Wasserdampfdestillation konnte im Destillat irgendeine mit 
Nitroprussidnatrium in alkoholischer Lésung oder mit Eisenchlorid 
reagierende, oder ammoniakalische Silberlésung reduzierende oder die 
Jodoformreaktion gebende Substanz nachgewiesen werden. Es liegt 
also nicht der mindeste Anhaltspunkt dafiir vor, daB nach Verschwinden 
der immerhin groBen Menge von 3g Milchsiure irgendwie erhebliche 
Mengen von Alkohol, Acetaldehyd, Brenztraubensaure, Me- 
thylglyoxal, Aceton, Acetessigsiure im Reaktionsgemenge an- 
wesend war. 

10. Versuch. 

SchlieBlich haben wir einen Versuch in der Art ausgefiihrt, daB wir 
eine Hefensuspension ohne Milchsiurezusatz im Schiittelkolben der 
Sauerstoffeinwirkung unterwarfen und erst, nachdem die anfangs 

1) Nach I. Griiss (vergl. F. G. Kohl, Die Hefepilze. Leipzig 1908, S. 169) 
produziert 1 g Hefentrockensubstanz bei normaler Atmung in 24—36 Stunden 
11,6—13,5 ccm CO,. Da 500 ccm unserer Hefensuspension 50 g Hefe mit ca. 10 g 
Trockensubstanz enthielten, 1 ccm CO, unter normalen Bedingungen aber 0,002 g 
wiegt, wire also auf eine CO,-Produktion von nur 0,23—0,27 g CO, zu rechnen 
gewesen. Tatsachlich betrug dieselbe bei unserer Versuchsanordnung etwa das 
vierfache. 
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lebhafte CO,-Entwicklung zum Stillstande gekommen war, 
die Milchsiure hinzugefiigt haben. 

Es wurden wiederum 50 g frischer Hefe in Wasser verteilt; die Suspension 
wurde auf '/, | aufgefiillt und unter O,-Durchleitung geschiittelt. Nach 9 Stunden, 
nachdem sich 0,62 g CO, entwickelt hatten, war die CO,-Produktion zum Still- 
stande gelangt. Dabei war (wie die Analyse aliquoter Teile ergab) auffallender- 
weise der Gehalt an durch 2,2 proz. HCl abspaltbaren Zucker nicht abgesunken, 
vielmehr von 1,09 g auf 1,81 g angestiegen. 

Es wurde nunmehr 3,07 g Milchsaure (als Na-Salz) hinzugefiigt und weiter 
geschiittelt. Die CO,-Entwicklung kam nunmehr wieder lebhaft in Gang; dabei 
wurden im Laufe von 7 Stunden (auf die urspriingliche Hefenmenge umgerechnet) 
wiederum 0,764 g CO, produziert. Dazu héchstens noch 1,55 g CO,, die als 
NaHCO, zuriickgehalten worden sein konnten, in Summa also maximal 0,76 + 1,55 

2,31 g CO,. Nach Ablauf dieser Zeit war die zugesetzte Milchsiuremenge 
bis auf einen geringen Rest von 5% verschwunden; der Zuckergehalt 
(umgerechnet!) war von 1,81 g auf 1,27 g gesunken. Die Vergarung von 
1,81 — 1,27 = 0,54 g Zucker hatte 0,27 g CO, liefern kénnen. Ware 3 g Milch- 
siure zu Brenztraubensaiure oxydiert, diese aber zu Acetaldehyd und 
Kohlensaure gespalten worden, so hatte 1'/, g CO, zum Vorscheine kommen 
miissen. Die totale Verbrennung von 3 g Milchsiiure zu CO, und H,O aber 
wiirde 4,4 g CO, liefern. 

Auch hier waren nach Beendigung des Versuches im Reaktions- 
gemische nur Spuren jodoformgebender Substanzen nachweisbar. 

Also auch hier gewinnen wir den Eindruck, daB die Milchsiure ihrer 
Hauptmenge nach weder total verbrannt, noch in leicht hy- 
drolysierbares Kohlenhydrat zuriickverwandelt worden ist; 
vielmehr scheint dieselbe unter der Einwirkung des oxyda- 
tiven Vorganges ihrer Hauptmenge nach eine anders ge- 
artete Umwandlung erfahren zu haben. 

Die allgemeinen SchluBfolgerungen, die sich aus den vorstehenden 
Versuchen ergeben, sind in der Zusammenfassung am Schlusse der 
Arbeit gezogen. 

III. Milchsiurezerstérung durch Blut. 

Wir finden in der Literatur einige Angaben, aus denen hervorgeht, 
daB die bei Organbreiversuchen auftretende Milchsaiure bei lingerer 
Autolyse eine allmaihliche Abnahme erfahren kann. 


So sah F. Kikkoji') (Kyoto) bei Chloroform-Toluol-Autolyse von Milz- 
brei eine allmahliche Milchséureabnahme sich vollziehen (so z. B. nach 6 Tagen 
0,30, nach 8 Tagen 0,21°, nach 14 Tagen 0,13°, Zn-Salz). In ahnlicher Weise 
fanden K. Inouje und K. Kondo [Kyoto]’) in autolysierten Kaninchen- 
muskeln nach 2 Tagen 0,49%, nach 7 Tagen 0,439, Zn-Lactat; in Hiih ner muskeln 
nach 4 Tagen 0,65%, nach 7 Tagen 0,47% Zn-Lactat. R. S. Frew*) (Edinburgh) 
gibt an, daB, wenn man Kaninchenmuskeln nicht (wie die Vorgenannten es 
getan haben) nur mit der doppelten, vielmehr mit der 10fachen Menge Chloro- 


1) F. Kikkoji, H., Zeitschr. f. physiol. Chem. 53, 415. 1907. 
*) K. Inouje und K. Kondo, ebenda 54, 480. 1908. 
3) R. S. Frew, ebenda 60, 15. 1909. 
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formwassers ansetzt, die Menge der nachweisbaren Milchsaéure schon nach kurzer 
Zeit eine erhebliche Abnahme erfihrt, so 


frisch 0,271% 0,041°,, 0,268%%, 
nach 3—7 Tagen Spuren Spuren Spuren 


R. Tiirkel") fand in diesem Laboratorium bei der Autolyse von Siugetier- 

lebern eine merkliche Milchsiureabnahme: 
nativ 0,050% nach 2 Tagen 0,203°% nach 5 Tagen 0,138% 

» 0,146% » 4 4, 0,38079, . 6 ,, 0,2388% nach 10 Tagen 

» 0,084%, 9B on ORES on 8. OREO 0,163% 

» 0,079% oo Dw QA nt = Oe 

N. Szobolew*) hat in diesem Laboratorium bei Organautolysen einen 

Abfall der Aciditaét erst sehr spit, am 30. bis 40. Tage, beobachtet; doch handelt 
es sich dabei nur um die Titrationsaciditat, aus der ein Riickschlu8 auf die Milch- 
sdure nicht ohne weiteres gezogen werden darf, G. v. Stein*) bemerkte bei Auto- 
lyse von Leberbrei in Chloroformwasser von lingerer Dauer als 3 Tagen eine 
Abnahme der Milchsaure, und meint, man miisse neben milchsaurebildenden 
auch milchsaiurezerstérende Fermente annehmen. Der eine’) von uns sah 
bei der Chloroform-Toluol-Autolyse von Diabetikermuskeln meist vom 3. 
oder 4. Tage an einen langsamen Abfall des Milchsiuregehaltes sich vollziehen. 
Endlich sah Ge nia Riese nfeld’) in diesem Laboratorium einigemale eine schnelle 
Abnahme der Milchsaure bei der Toluol-Autolyse von Muskelbrei in Na,CO, 
2%. Fiir unsere Versuche nicht ohne Interesse ist schlieBlich eine Angabe von 
F. Ransom*) (Cambridge). Derselbe lieB die Milchsiure aus abgehiuteten 
Froschschenkeln (die durch Coffein in einen Starrzustand versetzt worden 
waren) in Ringerlésung hineindiffundieren. Er stellte nun eine auffallende Ab- 
nahme der Titrationsaciditat der letzteren nach Luftdurchleitung fest; in 
noch héherem Mae, wenn er rote Blutkérperchen hinzugefiigt hatte. (Diese Beob- 
achtung erinnert an das Verschwinden der Milchsiure aus dem lebenden Muskel 
bei den Versuchen von Fletscher und Hopkins.) Es sei hier schlieBlich daran 
erinnert, daB nach den Anschauungen von A. Slosse’) der Zuckerzerfall im 
Blute nach dem Schema vor sich geht: 


Glucose 
ig Get “‘h 
Milchsaure Milchsaure 
a is 
Essigsaiure Ameisensaure 
> 
Kohlenoxyd. 


1) R. Tiirkel, Biochem. Zeitschr. 20, 431. 1909. Die von Tiirkel ange- 
wandte Methodik der Milchsiurebestimmung (nach Jerusalem) erscheint nicht 
einwandfrei und miissen vor allem seine Werte infolge eines Fehlers in der Be- 
rechnungsart (vgl. diesbez. O. v. Fiirth, diese Zeitschr. 24, 266. 1910) durch 2 
dividiert werden. Als relative Vergleichswerte sind sie aber immerhin brauchbar. 

2) N. Szobolew, Biochem. Zeitschr. 47, 367. 1912. 

3) G. v. Stein, Die Milchsiurebildung bei der antiseptischen Autolyse der 
Leber. Diss. Berlin 1911; Jahresber. f. Tierchem, 41, 802. 

4) O. v. Fiirth, Biochem. Zeitschr. 69, 199. 1913. 

5) G. Riesenfeld, Biochem. Zeitschr. 109, 263. 1920. 

6) F. Ransom, Journ. of physiol. 42, 144. 1911. 

7) A. Slosse (Inst. Solvay, Briissel), Arch. internat. de physiol. 11, 153. 1911. 

















Milchsdurezerstérung durch Hefe und Blutzellen. 165 


1. Versuch. 


Portionen von je 50 ccm (einige Tage alten) Pferdeblutes wurden 
mit je 30cem "),,.-Lithiumlactat (= 0,270 g Milchsiure) versetzt. Im 
Blut als solchem fand sich tiberdies 0,014% Milchsaure. 

Die sofortige Verarbeitung, die in ganz analoger Weise wie bei der Hefe 
durch Ammonsulfatsaittigung und Ausschiittelung mit Amylalkohol usw. erfolgte, 
ergab von der urspriinglich vorhandenen Milchséure 


(0,370 -++- 0,014:= 0,284 g) 2606 2 ce ee a) 92,0% b) 94,2% 
Nach Stehen iiber Nacht .. -. + ¢) 49,4% d) 57,4°% 
Nach 3stiindiger Luftdurchleitung ohne 

ES ao, 5, ke Woe es ey og e) 75,8°%% f) 69,7°%. 


Wahrend hier eine Milchsiureabnahme unverkennbar war, ergab 
der nachste Versuch, trotzdem er mit ganz frischem Pferdeblute 
angesetzt worden ist, ein ziemlich negatives Resultat: 


2. Versuch. 


Alle Proben mit 150 cem Pferdeblut +30 cem ®/,9-Lithiumlactat (= 0,270 g 
Milchsiure) + 120 cem physiologischer NaCl angesetzt. Die Milchsaure im frischen 
Blute wurde mit 0,014°% bewertet (nach Itagiger Autolyse fand sich 


one } Milchsiaure. 
a) Sogleich verarbeitet ergab 

0,242 g atatt 0.277 g,d.i.ca. ........... 988% 
b) Sogleich verarbeitet ergab 

O20) ¢ stett 0277 & dics. ...... 2... . GEI% 
c) Nach Itagigem Stehen 

0,294 g statt 0,277 g,d.i.ca. . .. - 106% 
d), e) Nach 3stiindiger Luftdurchleitung und Ste shen iiber Nacht 

0,255 g statt 0,277 g,d.i.ca. .......... « GRIM 

O,278 g statt 0,277 9, diem 2... . 100% 


f), g) 3stiindiger Liiftung bei Gegenwart einer 0, 5 pros. Methylenblau- 
lésung in phys. NaCl 


* Ugo ewes. Ofer @ O LOm ..... . «e+ te Se 
eee 6 eeeee Oe? oo. Ok, Se Se 
h) Nach 8tagiger Autolyse 
Ome @ watt: 0,977 gd. icac i ue. . RSG 
i) Nach Iltagiger Autolyse 
0,176 g (2?) statt 0,277 g,d.i.ca. ........ . 63,9%(?) 
k) Nach 15tagiger Autolyse 
0,462 g statt 0,277 g,d ica... .. 167% 


Dagegen ergab ein weiterer Versuch, wo statt aie rare idk 3stiin- 
digen Luftdurchleitung ohne Schiittelung, l5stiindige Sauerstoff- 
durchleitung im Schiittelkolben zur Anwendung gelangte, einen 
zweifellosen Erfolg: 

3. Versuch. 


Ganz frisches Pferdeblut, noch kérperwarm, geronnen, Gerinnsel durch 
Gaze abfiltriert. Jede Probe enthalt 50 cem Blut + 30 cem 2/,,-Lithiumlactat 
(= 0,270 g¢ Milchsdéure) + 120 cem Brunnenwasser + 1,4 Kochsalz. 
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a), b) Direkte i ie 


oie i 0,282 g Milchsiure, di. 2... 2... . . . 100% 
c), d) 15 Stunden in verschlossenen Glasdosen geschiittelt 

0,300: .@ Miblebahuto. Gis ie ee i i OBMH 

0,239 g Milchsfure, d.i. . . . . Md, 318i SO 


e) In Berthelot - Bombe unter Saue ratotthos hdr uc ok 15 Stun- 
den geschiittelt 
OSES @ aware. 1. . ke ss wiht > «ale ee 
f), g) Im Schiittelkolben unter Sauerstoffdurchleitung 15 
Stunden geschiittelt 
OG, te OR, 485 Bs, Sas Se iets ue, 
0,022 g Milchsiiure, di. . . . . eae 8°, 
Kontrollversuch: 30 cem ®/j9- Lithiumlactatléeung ohne Blut- 
zusatz + 120 cem Leitungswasser 15 Stunden im Schiittelkolben 
unter O-Durchleitung geschiittelt 
Ra NO 8 bie. sho saree dy ak oP eg! Ne \gz0 
0,263 g Milchsiure Pee 


4. Versuch. 

SehlieBlich wurde ein Orientierungsversuch noch in der Weise ausgefiihrt. 
daB 100 ccm frischen, geschlagenen Pferdeblutes mit 400 com NaCl 0,9% ver- 
diinnt wurden. Davon wurden Proben zu je 50 cem mit und ohne 0,307 g Milch- 
siure (als Natriumlactat) angesetzt. 

l6stiindige Sauerstoffdurchleitung unter Schiittelung ergab fiir eine 
milchséurehaltige Probe (statt 0,307) nur mehr 0,203 g Milchsiure, d. i. 66%. 

Die Kohlensiureentwicklung war in dieser, sowie in der milchsiure- 
freien Kontrollprobe geringfiigig, im ganzen 0,079 bzw. 0,073 g CO,. Die Abspal- 
tung von Zucker durch Kochen mit HCl 2,2 war in beiden Fallen minimal. 

Kin analoger Versuch mit dem zugehérigen Serum ergab (statt 0,307g Milch- 
sdiure) 0,266 g, d.i. 879%; also keine ganz zweifellose Abnahme. 

Soweit unsere bisherigen Blutversuche, — die natiirlich nur als 
Orientierungsversuche gelten kénnen, fiir uns aber immerhin insoweit 
von Wert sind, als wir aus denselben ersehen kénnen, daB das Sauer- 
stoff-Schiittelungsverfahren, das bei der Hefe so ‘eklatante 
Erfolge ergibt, — auch bei Anwendung auf tierische Zellen keineswegs 
aussichtslos erscheint. Wir beabsichtigen, durch systematische Organ - 
breiversuche zuniachst festzustellen, ob und unter welchen Be- 
dingungen es gelingt, priformierte und zugesetzte Milchsiure durch 
das Sauerstoffschiittelungsverfahren in gréBerem Umfange zum Ver- 
schwinden zu bringen. Sollten derartige Versuche giinstig ausfallen, so 
wiirden sie fiir die weitere Verfolgung der Frage, was denn aus 
der verschwindenden Milchsaiure wird, vermutlich bequemere 
Bedingungen bieten, als die Hefenversuche, wo die Sachlage durch dic 
Uberlagerung mit den Vorgiangen der alkoholischen Girung zweifellos 
kompliziert wird. 

Jedoch auch in bezug auf pflanzliche Zellen werden wir uns 
bei unseren weiteren Untersuchungen sicherlich nicht auf die Hefe 
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beschranken. Wir werden vielmehr festzustellen haben, welchen 
Arten pflanzlicher Zellen das Vermégen zugeschrieben werden 
darf, Milchsiure unter ausgiebiger Sauerstoffeinwirkung zu zerstéren. 

Scheint doch das Vermégen der Milchsiurebildung aus Zucker eine 
der fundamentalen allgemeinen Zellfunktionen zu sein und wir 
werden schwerlich mit der Vermutung fehlgehen, daB auch das Ver- 
moégen, Milchsiure unter gewissen Bedingungen oxydativ abzubauen, 
eine allgemeine Eigenschaft der lebenden Zellen sein diirfte. Wir 
glauben, wenn wir durch unser Sauerstoffschiittelungsverfahren 
im Laufe weniger Stunden relativ groBe Milchsiiuremengen zum Ver- 
schwinden bringen, dem _ physiologischen Grundprobleme immerhin 
wesentlich naher zu kommen, als wenn man, wie dies bisher geschehen 
ist, etwa Bakterien wochen- und monatelang auf milchsdurehaltigen 
Nahrbéden kultiviert und sie zwingt, die Milchsiure als Nahrungsmittel 
zu bentitzen oder wenn man Organbrei lange Zeit unter Zusatz von 
Antisepticis autolysiert, um schlieBlich einige Dezigramme Milchsiure 
verschwinden zu sehen. 

Weitere Versuche sind im Laboratorium im Gange, welche zeigen 
sollen, welche organische Verbindung>n die Hefe beim Sauerstoff- 
schiittelungsverfahren zu zerstéren vermag und wie sich insbesondere 
der Zucker und die fiir den intermediiren Kohlenhydratstoffwechsel 
bedeutsamen Alkohole, Aldehyde, Ketone und Siuren dabei verhalten. 


Zusammenfassung. 


1. Sowohl Hefe- als auch Blutzellen sind unter geeigneten 
Versuchsbedingungen imstande, gréBere Milchsiuremengen auf oxy- 
dativem Wege schnell zu zerstéren. 

2. Fiir das Zerstérungsvermégen der Hefe der Milchsiure gegen- 
iiber ist weder die optische Aktivitat der letzteren, noch die Ver- 
suchstemperatur (Zimmer- oder Brutofentemperatur), noch der 
Sauerstoffdruck (in einer Berthelotschen Calorimeterbombe kam 
Sauerstoff bis zum Drucke von 20 Atmosphiren zur Anwendung), noch 
endlich die Anwesenheit eines ,,Wasserstoffacce ptors (Methyler- 
blau) von ausschlaggebender Bedeutung. 

3. Worauf es vor allem ankommt ist, daB der Sauerstoff in még- 
lichst innigem Kontakt mit den lebenden Hefezellen tritt und dal 
eine ungehinderte Abgabe gasférmigerStoffwechsel produkte., 
insbesondere von Kohlensiure, durch die Zellen erméglicht wird. 
Dort, wo letztere Bedingung nicht erfiillt erscheint (wie dies bei Ar - 
wendung verschlossener GefiaBe der Fall ist), vermag selbst ein Sauerstoff- 
partialdruck von 20 Atmosphiiren die Milchsaiure nicht zum Verschwin- 
den zu bringen. Vielmehr macht sich in solchen Fallen zuweilen eine 
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autolytische Neubildung von Milchsiure in den Hefensuspensionen 
bemerkbar. 

4. Als weitaus giinstigste Versuchsanordnung hat sich uns die 
Anwendung eines Schiittelkolbens ergeben, durch den ein Sauer- 
stoffstrom durchgeleitet und in dem die betreffende Suspension in 
steter schwingender Bewegung erhalten worden ist. Die in verschiedenen 
Versuchen von 25—50g PreBhefe in wisseriger Suspension im Laufe 
von 6—14 Stunden zerstérten Milchsiuremengen betrugen 0,2—3 g. 

5. Das Verschwinden der Milchsiure aus den Hefensuspensionen 
geht mit der Entwicklung namhafter Mengen von Kohlensaure 
einher, welche nur zum Teile aus der alkoholischen Garung gleich- 
zeitig verschwindenden Zuckers (bzw. durch Kochen mit HCl 2,2% 
hydrolysierbaren Kohlenhydrates) erklirt werden kénnte. 

6. Keinesfalls wird die Hauptmenge der verschwindenden Milch- 
siure total zu Kohlensaiure und Wasser verbrannt, noch wird 
sie zu Zucker zurickverwandelt. 

7. Fiir die Anhaufung erheblicher Mengen von flichtigen Saiuren 
oder jodoformbildenden Substanzen, von Alkohol, Acetal- 
dehyd, Brenztraubensiure, Methylglyoxal, Aceton oder 
Acetessigsiure in den Hefemischungen nach Verschwinden der zu- 
gesetzten Milchsiure ergab sich keinerlei Anhaltspunkt. 

8. Das Vermégen der Hefe, Milchsiure zu zerstéren, wird durch 
Aufhebung ihrer Lebenstitigkeit durch Acetoneinwirkung oder 
durch Siedehitze sehr wesentlich beeintrichtigt. 

9. In bezug auf die Methodik der Milchsiurebestimmung 
hat sich bei dem Amylalkoholausschiittelungsverfahren nach Ohlsson 
eine wesentliche Fehlerquelle ergeben, insofern es nicht gelingt, die, 
den Extrakten anhaftenden Amylalkoholreste durch Benzolaus- 
schiittelung véllig zu beseitigen. Es empfiehlt sich, dieselben (nach 
J. Parnas und R. Wagner) durch Wasserdampfdestillation zu ent- 
fernen. Beim Eindampfen milchsiurehaltiger Lésungen ist auf einen 
entsprechenden Neutralisationsvorgang und die nicht ganz zu vernach- 
lassigende Fliichtigkeit der freien Milchsiure Riicksicht zu nehmen. 




















Weitere Untersuchungen tiber die Bindung des Chinins an die 
roten Blutkérperchen und iiber die Wirkung des Chinins auf 
die Zellatmung. 


Von 
P. Rona und E. Bloch. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses zu Urban). 
(Eingegangen am 21. November 1921.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


I: In friiheren Versuchen') fanden wir, daB die toxische Wirkung 
des Chinins auf Paramicien von dem Gehalt der Lésung an freier Base 
abhingt, was in Ubereinstimmung mit zahlreichen anderen Unter- 
suchungen tiber die Giftwirkung von Alkaloiden*), mit der Permeabilitat 
der Zellen fiir die Base allein in Zusammenhang gebracht werden kann. 
Abweichend hiervon zeigten die Versuche an roten Blutkérperchen'), 
daB die Chininbindung an dieselben von der Wasserstoffionenkonzen- 
tration des Systems unabhingig ist, die Blutkérperchen demnach fiir 
Chininsalz und Chininbase in gleicher Weise permeabel sind. Diese 
Untersuchungen wurden ausschlieBlich an Hammelblutkérperchen an- 
gestellt. DaB die Verhiltnisse bei den kernhaltigen roten Blutkérperchen 
des Vogelblutes die gleichen sind, zeigen die folgenden Versuche. 

, Die Methodik war dieselbe wie in unserer vorigen Arbeit, auf die wir beziiglich 
der Einzelheiten verweisen; hier sei nur kurz das Prinzip der Methode wieder- 
gegeben: Chinin vergiftet Serumlipase nach einem bestimmten Gesetz; infolge- 
dessen ist es méglich, aus dem Abnehmen der Giftigkeit einer Chininlésung, die 
man mit den roten Blutkérperchen versetzt und durch Abzentrifugieren wieder- 
gewonnen hat, die in die Blutkérperchen aufgenommene Chininmenge zu er-, 
mitteln. 

Versuch 1: In vier Gemischen befinden sich je 12 ccm Suspension von ge- 
waschenen Hiihnerblutkérperchen in physiologischer Kochsalzlésung, 1 ccm 
Chininlésung (Chinin. hydrochlor.) (= 2 mg) und 2 ccm '/,-mol. Phosphatgemisch 
von verschiedenem py. — Hiamatokritbestimmung: 25°, rote Blutkérperchen; 
Volumen der Fliissigkeit im Gemisch (FI.) 11,25 cem. 





1) Diese Zeitschr. 118, 185. 1921. 

*) Vgl. Overton, Zeitschr. f. physikal. Chem. 2%, 189. 1897; Studien tiber 
die Narkose, Jena 1901; fernere Literatur: Diese Zeitschr. 118, 185. 1921. 

3) Diese Zeitschr. 121, 235. 1921. 
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In der Versuchsreihe zur Feststellung der Beziehung zwischen Chininkonzen- 
tration und Fermenthemmung wurden fiir die Geschwindigkeitskonstanten (K) 
folgende Werte gefunden: Ohne Chinin: 0,0183, mit '/; mg Chinin in 60 cem 0,0043, 
mit 1/,, mg Chinin in 60 cem 0,0086. 





Tabelle I. 
ihe Gebunden 


! Zugesetzt ccm | . Chinin mg 
pies rg | in 60 ccm % | in 60 com Py 
ners 1,13 Fl / 00110 =| 0,0409 79,5 
8,28 = 1,13 Fl , | Ou1s8 0,0154 77,0 18,2 
8fach verdiinn | 
ee 1,13 Fl 00095 0,0584 70,8) _. 
7,15 Bed 113 Fl | 0,0154 0,0133 80,0 ¢ 75,4 
ofach vere n j 
39 | 1,13 Fl 0,0086 | 0,0722 63,9 | 
6,22 | 1,13 Fl 0,0139 | -0,0190 71,5 ¢ 67,7 
8 fach verdiinnt | 
s Sosa 1,13 Fl 00090 | 00657 | 671)... 
5,43 1 1,13 Fl 00129 | 0.0241 63,9 7 69,5 
| Bfach verdtinnt 


Versuch 2: In vier Gemischen befinden sich je 12 com mit physiol. NaCl 
gewaschener und in physiolog. NaCl-Lésung suspendierter Entenblutkérperchen, 
1 cem Chininlésung (== 2 mg) und 2 cem 4/, m Phosphatgemisch von verschiedenem 
Pa. — Hamatokritbestimmung: 24° rote Blutkérperchen; Volumen der Fliissig- 
keit im Gemisch (FIl.) 11,4 ccm. 

In der Versuchsreihe zur Feststellung der Beziehung zwischen Chininkonzen- 
tration und Fermenthemmung wurden fiir die Geschwindigkeitskonstanten K 
folgende Werte gefunden: Ohne Chinin 0,0090, mit 1/; mg Chinin in 60 cem 0,0027, 
mit 1/,; mg Chinin in 60 ecm 0,0043. 


Tabelle IT. 














Pu , 
Zugesetzt ccm | Chinin mg | Gebunden 
des Phosphat- in 60 com al in 60 cem 
gemisches | % x 
1,14 Fl ' 0,0053 «=| «60,0298 «|= 85,1 
8,28 1,14 Fl | 0,0068 0,0107 | 84,0 7 84,5 
8 fach verdiinnt | | 
1,14 Fl |  0,0053 0,0298 | 851 
7,15 1,14 Fl ; —0,0066 00124 | 81,4/83,3 
8 fach verdiinnt | | 
1,14 Fl 0,0051 | 0,0345 82,8 
6,22 { 1,14 FI | 00064 | 00144 = 78,5 /80,6 
8 fach verdtinnt | | | 
1,14 Fl | 00,0049 | 0,0399 | 800 
5,43 1,14 Fl 0,0007 | 0.0115 | 82,8/81,4 
3 fach verdiinnt 


Versuch 3: Hihnerblutkérperchen. Zusammensetzung wie im Versuch | 
und 2. Hiamatokritbestimmung: 30% rote Blutkérperchen. FI. 


= 10,5 cem. 


In der Versuchsreihe zur Feststellung der Beziehung zwischen Chininkonzen- 
tration und Fermenthemmung wurden fiir die Geschwindigkeitskonstanten K 
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folgende Werte gefunden: Ohne Chinin 0,0059, mit '/, mg Chinin in 60 ccm 0,0011, 
mit 1/;,; mg Chinin in 60 cem 0,0020. 


Tabelle IL. 





Pp 


Zugesetzt ccm 7 Chinin m Gebunden 
des Phosphat- in 60 ccm x in 60 
gemisches % 
8,28 1,05 FI 0,0045 0,0491 75,4 
7,15 - 0,0054 0.0440 78.0 
6,22 : 0,0046 0,0485 75,7 
5,43 ‘ 0,0042 0,0510 74,5 


Versuch 4: Hiihnerblutkérperchen. Zusammensetzung wie in Versuch |—3. 
Hamatokritbestimmung: 26% rote Blutkérperchen. Fl = 11,1 cem. 

In der’ Versuchsreihe zur Feststellung der Beziehung zwischen Chininkonzen- 
tration und Fermenthemmung wurden fiir die Geschwindigkeitskonstanten K 
folgende Werte gefunden: Ohne Chinin 0,0074, mit !/; mg Chinin in 60 cem 0,0029. 
mit 3/,; mg Chinin in 60 ccm 0,0041. 


Tabelle IV. 





f | Zugesetzt com Chinin m Gebunden 
sdladrenes cometh . 60 ccm . in 60 a ’ 
gemisches | % 
8,28 111 Fl | 00057 004 | 928 
7,15 ‘ | 0,060 00U7> | 94,2 
6,22 " '  0,0050 0,0292 85,4 
5,43 | 00051 0,0267 86.7 


Die Versuche zeigen, daB kein Unterschied in der Bindung des 
Chinins vorhanden ist, ob man mit Siugetier- oder ob man mit Vogel- 
blutkérperchen arbeitet; die nicht (oder kaum) atmenden, kernlosen 
, toten‘’ Blutkérperchen verhalten sich nicht anders wie die kern- 
haltigen!): Bei Variierung der H’-Konzentration der ,,Aufenfliissigkeit™ 
in den angegebenen Grenzen ist ein Unterschied in der Aufnahme des 
Chininsalzes und der Base nicht zu konstatieren. 

II. Es erschien wiinschenswert, unsere Versuche mit einer Suspension 
anderer Zellen in der gleichen Anordnung zu wiederholen. Wir wahlten 
mit physiologischer Kochsalzlésung gewaschene und in physiologischer 
Kochsalzlésung suspendierte Hefezellen. 


Versuch 5: In drei Gemischen befinden sich je 7 ccm Hefezellensuspension, 
1 cem Chininlésung (= 2 mg) und 2 cem !/,-mol. Phosphatgemisch von verschiede- 
nem py. — Hamatokritbestimmung: 32% Hefezellen. Fl = 6,8 ccm. 

Die Eichungswerte fiirK waren: Ohne Chinin 0,0120, mit 1/; mg Chinin in 60 com 
0,0034, mit 1/,; mg Chinin in 60 cem 0,0056. 


1) Vgl. hierzu die Untersuchungen von Tréndle (diese Zeitschr. 112, 259. 
1920) an abgetéteten Spyrogyren. 
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Tabelle V. 





Pu 


| 
Zugesetzt ccm | Chinin m Gebunden 
des Phosphat- in 60 cem K in 60 war P 
gemisches | | /o 
0,68 Fl 0,0060 0,0578 bite 
10,16 0,68 Fl 0,0082 00193 | Tyg M11 
8 fach verdiinnt | 
0,68 Fl 0,0043 0,1300 34,9 
7,41 0,68 Fl 0,0068 0.0376 | 43,67 39,2 
8 fach verdiinnt 
; 0,68 Fl |  0,0034 0,2000 ° 
5,86 0.68 FI — — 0,0059 0,0578 a3}} [6,5] 
3 fach verdiinnt 





Versuch6: In vier Gemischen befinden sich je 7 ccm Hefezellensuspension, 
1cem Chininlésung (= 2 mg) und 2ccm !/,-mol Phosphatgemisch von verschiedenem 
Pa. — Hamatokritbestimmung: 38% Hefezellen. ,,FI‘‘ = 6,2 cem. 

Die Eichungswerte fiir K waren: Ohne Chinin 0,0192, mit ?/; mg Chinin in 
60°cem 0,0058, mit 1/;; mg Chinin in 60 cem 0,0096. 


Tabelle VI. 











— 7 ee 
des Phosphat- Nw con K pony yan Gebunden 
_Semisches | Fae / hee % 
0, 62 Fl 0,0094  0,0687 | 65.7 
10,16 0,62 Fl 0,0129 | 0,0250 62,5 ¢ 64,1 
8 fach verdiinnt | 
0,62 Fl 0,0083 00952 | 524 
0,62 Fl | 00120 , 00327 | 510% 51,7 
8 fach verdiinnt | | 
| 0,62 FI 0,0076 01170 | 41,4 
| 0,62 FI — 0,0113 00402 | 39,6 ¢ 40,5 
3 ta oF | } 
FI | 00065  0,1620 | 188 
O62 Fl 0,0102 0.0558 | 164¢ 17,6 
3 fach verdiinnt 


Versuch7: Indrei Gemischen befinden sich je 7 ccm Hefezellensuspension, 
1 cem Chininlésung (= 2 mg) und 2 ccm !/, m Phosphatgemisch von verschiedenem 
Pa: — Hamatokritbestimmung: 26% Hefezellen. ,,FI‘‘ = 7,4 ccm. 

Die Eichungswerte fiirK waren: Ohne Chinin 0,0163, mit !/;mg Chinin in 60 cem 
0,0050, mit 1/,; mg Chinin in 60 cem 0,0081. 


Tabelle VIL. 





Px | eagnk Seen ces mis 
des Phosphet- | a a K j — nt ee 
gemisches | | % 
10,16 0,74 Fl | 0,0072 0,106 47,1 
7,41 0,74 FI | 0,0056 | 0,168 15,9 
5,86 0,74 FI 0,0051 0,2 0 
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Versuch 8: 7,5 ccm Hefezellensuspension, 0,5 com Chininlésung (= 1 mg) 
und 2 ccm 3/,-mol. Phosphatgemisch von verschiedenem p,. — Hamatokritbestim- 
mung: 36% Hefezellen. ,,FI‘S = 6,4 ccm. 

Die Eichungswerte fiir K waren: Ohne Chinin 0,020, mit 1/; mg Chinin in 
60 cem 0,0055, mit 1/,, mg Chinin in 60 cem 0,0108. 


Tabelle VIII. 








. 


| 
Zugesetzt ccm | . Chinin m Gebunden 

des Phosphat- | in 60 cem | x in 60 ue of 

gemisches 70 
10,16 | 128 Fl | 0,0094 0,0759 62,1 
7,41 128 Fl | 0.0081 © 0,105 47,6 
5,86 1,28 Fl | 0,0059 | 0,181 [9,5] 
2,73 1,28 FI 0.0056 0,2 0 


Die Versuche zeigen, abgesehen von der im Vergleich zu den Blut- 
kérperchen geringeren Chininaufnahme, deutlich die Abhangigkeit von 
der H’-Konzentration. Wir kénnen demnach annehmen, daB in die 
Hefezellen nur die freie Chininbase eindringt. Die roten Blutkérperchen 
verhalten sich also gegen Chinin abweichend von der Overtonschen 
Regel. In Analogie hierzu haben Hedin’) ein Eindringen des Salzes 
der tertiiiren Amine und des Morphins in die roten Blutkérperchen, 
Héber*) starke Hamolyse durch die Chloride des Guanidins und Pi- 
peridins, die sich Muskeln gegeniiber nur schwach wirksam zeigten, 
gefunden*). Die Tatsachen sind von Bedeutung fiir das Problem der 
,,Permeabilitit bei den roten Blutkérperchen. 

III. Es lag nahe, unsere Untersuchungen auf die Atmung der roten 
Vogelblutzellen, also einen in den Zellen ablaufenden, meBbaren ProzeB, 
auszudehnen. Eine solche Untersuchung bot besonderes Interesse, da 
die Herabsetzung der Oxydationen im Organismus durch Chinin seit 
langem bekannt und von Isenschmid‘) nach Ausschaltung der zen- 
tralen Wirmeregulation auf eine direkte Beeinflussung des Stoff- 
wechsels zuriickgefiihrt worden ist. Die Atmung der roten Vogel- 
blutkérperchen ist von O. Warburg®) in einer Reihe von Arbeiten 
untersucht, ihre Beeinflussung durch Chinin von Grafe®) festgestellt 
worden. 








1) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 70, 525. 1898. 

*) Zeitschr. f. physikal. Chem. 70, 134. 1909. 

_*) Vgl. hierzu auch die Untersuchungen von Boresch, diese Zeitschr. 101, 
110, 1920 iiber die Blattzellen des Mooses Fontinalis antipyretica. Vgl. auch 
Schaeppi, diese Zeitschr. 122, 232. 1921. 

*) R. Isenschmid, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 45, 10. 1914. 

5) O. Warburg, H. Zeitschr. f. physiol. Chem. 70, 413. 1911; 96, 331. 1912. 
Zusammenfassung: Asher-Spiro Ergebn. 14, 253. 1914. 

*) E. Grafe, Zeitschr. f. physiol. Chem. 79, 421. 1912; vgl. auch P. Mo- 
rawitz, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 60, 298. 1909. 
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Wir arbeiteten mit Hithnerblutkérperchen, die in physiologischer Koch - 
salzlésung gewaschen und suspendiert wurden. Die Atmung wurde 
nach der von Warburg!) beschriebenen Methodik gemessen?), deren 
Prinzip die Messung des O,-Partialdruckes wihrend der Atmung bei 
Absorption der gebildeten CO, in einem KOH enthaltenden Einsatz 
darstellt, waihrend die Zellsuspension durch Schiitteln mit dem Gasraum 
im QO,-Gleichgewicht gehalten wird. Jeder Versuch erforderte drei 
Atmungsglischen, von denen eins als Thermobarometer, eins fiir die 
Messung der Atmung ohne Chinin (XK), eins fiir die Messung der Atmung 
unter Zusatz von Chinin (@) benutzt wurde. Die Gesamtmenge der in 
den Atemglischen befindlichen Lésung betrug 12 cem; die Blutkérper- 
chen wurden zuletzt zugefiigt. Der AtmungsprozeB verlief bei 30° im 
Thermostaten; zur Einstellung von Druck- und Temperaturgleich- 
gewicht war 10—15 Minuten langes Schiitteln bei offenen Hiahnen er- 
forderlich. Als Versuchsbeginn wurde der Zeitpunkt des Hahnschlusses 
gerechnet, wihrend der Vergiftungsvorgang entsprechend friiher bei 
Zusammensetzung des Gemisches beginnt. Dié Reaktion des Versuchs- 
gemisches wurde durch !/;m Phosphatgemische geregelt. Als Stamm- 
lésung des Chinins diente eine 4/19) molare Lésung von Chinin, hydrochlor. 
in physiologischer Kochsalzlésung. AuBerer Umstiande wegen war véllig 
steriles Arbeiten nicht méglich, Es wurde deshalb nur mit frischem oder 
1 Tag lang im Eisschrank aufbewahrtem Blut gearbeitet. Es ist. not- 
wendig, das Gesamtblut aufzubewahren, nicht bereits in NaCl-Lésung 
suspendierte Blutkérperchen, da sonst sehr viel. leichter : bakterielle 
Infektion auftritt, worauf auch Siebeck®) hinweist. Wir wurden auf 
diese Weise von bakterieller Infektion nicht gestért. 

Da die Chininaufnahme in die Blutkérperchen von der H’-Konzen- 
tration unabhingig ist, die groBe Bedeutung der [H'] hingegen fiir die 
Chininvergiftung fermentativer Prozesse feststeht*), hatte die Ab- 
hingigkeit der ,,Atmungsvergiftung“ von der [H'] groBes. Interesse. 
Bei unseren konzentrierten Blutkérperchensuspensionen arbeiteten 
wir mit stark gepufferten Systemen, so daB wir auch durch Zufiigung 
untereinander in bezug auf py sehr stark variierter Phosphatgemische 
nur das relativ schmale Bereich von py 6,5—8,5 in den Versuchs- 
gemischen umspannten, das aber zur Erzielung eindeutiger Resultate 
geniigte. In diesem Bereich hatte die [H'] auf die Atmung selbst keinen 
merklichen EinfluB, wie folgender ohne Chininzusatz ausgefiihrter Ver- 
such und auch die weiteren Versuche zeigen. 





1) O. Warburg, diese Zeitschr. 100, 230. 1919. 

2) Herrn O. Warburg sind wir fiir die freundliche Uberlassung der Apparatur 
zu auBerordentlich grofBem Danke verpflichtet. 

3) Abderhaldens Handbuch der biochem. er 8, 27. 1915. 

4) Vgl. diese Zeitschr. 118, 185. 1921. : 
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h- Versuch: Injedem Versuchsgemisch befinden sich 10 cem Blutkérperchen- 
me suspension und 2 ccm Regulator. 
en Tabelle IX. 
ei Py des Phos- Py des Ge- Zeit “has 
tz, phatpuffers “misehes in Minuten ty naan 
1m ded ey 25 18,13 
FR RF 1 
rei sad asi || 25,48 
“i ce: weg 17,64 
Lie 6,27 6,72 \ 40 26,46 
ng a 25 18,86 
in 8,06 re 40 30.39 
25 14,21 
er 11,1 827 | ap 25°15 
im es aaa 30 21,48 
; 12.15 847 | 50 26°46 
er Eine genauere Feststellung lag nicht im Rahmen dieser Arbeit. 
3eS Doch kann sicher gesagt werden, daB ein scharf ausgezeichnetes py- 
bel Optimum nicht existiert, wie es z. B. Me yerhof fiir die Atmung nitri- 
ns fizierender Bakterien’) und der Acetondauerhefe?) gefunden hat. 
m- In den Versuchen 10 —14 (Tabelle X—XIV) war die Zusammensetzung 
or. die gleiche. Es befanden sich in K: 8 ccm Blutkérperchensuspension 
lig + leem Regulator + 3 cem ClNa-Lésung; in G: 8 cem Blutkérperchen- 
ler suspension + 1 cem Regulator + 3 cem (= 0,03 Millimol) Chininlésung. 
ot - 
ng Tabelle X. 
He | Zeit O, cmm 
vuf pu des Puffers in Minuten - a Hemmung in % 
Leena 
n- { 40 33,32 24,1 27,7 
its 1. . 6,82 60 41,65 30,39 27,1 
lie | 80 49,0 32,49 33,7 
ib- { 40 24,99 17,82 28,7 
an 2. 7,49 60 34,79 20,46 39,8 
| 80 41,65 23.06 44.6 
en 3. 9.81 f 40 23,52 13,62 42,1 
ng on sa. \ 60 32,34 16,77 48,1 
he Tabelle XI. 
i oO 
et 2. ¢mm 
ate pu des Puffers in al piste ae Hemmung in % 
en | ae 
er- 1. 533 J 35 39,69 | 31,96 19,5 
ui eo toe 55 51,45 | 38,78 24,6 
2. 6.64 35 39,20 | | 26,56 32,2 
Jie, 55 55,37 35,11 36,6 
3 98) 40 33,32 17,29 48,1 
tur 3 ; 60 48,02 22,53 53,1 
15. 1) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 164, 416. 1916; 166, 255. 1917. 
*) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 170, 370. 1918. 
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Tabelle XII. 








O, cmm 























: Zeit ae 
gu dep Pete in Minuten K | G =" 
| 
| 40 23,52 19,91 15,3 
1. 5,33 | 60 30,87 | 23,06 25,3 
80 36,26 | 23,58 35,0 
| 40 19,11 | 13,62 28,7 
2. 873 | 60 25,48 | 16,24 36,3 
| 80 36,26 | 20,44 43,6 
ji 40 17,15 | 6,29 63.3 
. 10,24 | 60 | 3234] 1158 | 643 
Tabelle XIII. 
ats oO, cmm 
. | Zeit 8 Hemmu 
pu des Puffers | ma sd K | @ ns %, ‘oa 
| 45 29,4 27,77 5,5 
1. 5,33 70 42,14 | 36,16 14,2 
| 90 50,47 | 38,25 24,2 
45 28,42 | 25,68 9,6 
2. 7,19 70 42,14 | 33,01 21,7 
| 90 52,92 | 38,25 27,7 
45 27.44 | 20,96 23.6 
3. 981 | 4 ae 41,16 | 28,30 31,2 
90 51,94 | 33.54 35.4 
Tabelle XIV. 
Pq des Puffers Zeit q Oo: — Hemmung 
“ in Minuten K | G in % 
| 40 | 24,50 | 23,58 3,8 
l 416 {| 60 41,65 | 30,92 25,7 
| 80 56,84 | 38,78 31,8 
| 40 24,50 | 20,44 16,6 
2. 6,64 / 60 34,30 | 22.53 34,3 
| 80 44,10 | 27,77 37,0 
40 26,46 | 8,91 66,3 
3. 981 | 60 40,67 | 11,00 72,9 
| 80 57,33 | 13,10 77,1 








Die Versuche zeigen ein Steigen der Chininwirkung mit steigendem 
Py, Wie wir es bei der Invertinhemmung durch Chinin gefunden hatten. 
Die Atmungshemmung mu demnach auf die Alkaloidbase zuriick- 
gefiihrt werden). Ferner ergibt sich ein Anstieg der hemmenden Wir- 
kung mit der Zeit. Abb. 1 und 2, die die Versuche 13 und 14 (Tabelle 


XIII und XIV) wiedergeben, zeigen diese beiden Tatsachen. 


1) Vgl. hierzu O. Meyerhof, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 165, 246. 1916; 
und E, Grafe, Zeitschr. f. physiol. Chem. 79, 421. 1912. 
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IV. Diese Resultate scheinen in Widerspruch mit den Befunden zu 
stehen, daB nicht nur die Chininbase, sondern auch ihr Salz in die 
Blutkérperchen eindringt und daB dies mit nicht meBbarer Geschwindig- 
keit vor sich geht. Es war also notwendig, die Vergiftung der Atmung 
durch Chinin von der Frage der Zellpermeabilitit losgelést zu studieren. 
Warburg?) hat nun gezeigt, daB rote Blutzellen, die durch mehr- 
maliges Gefrieren und Wiederauftauen zerstért worden sind, eine gut 
meBbare Atmung zeigen. Diese Tatsache konnte fiir die gestellte 
Aufgabe benutzt werden. Nach zweimaligem Gefrieren und Wieder- 
auftauen war die Blutkérperchensuspension vollkommen himolysiert ; 
das mikroskopische Bild zeigte die dicht nebeneinander liegenden 
Kerne. 

Die Versuche 15—19 (Tabelle XV—XIX) wurden mit auf die be- 
schriebene Weise hamolysierten, sehr konzentrierten Suspensionen an- 
gestellt, Der py wurde nach dem Versuch in K gemessen (vgl. Stab 2 
der Tabellen). Die Zusammensetzung in diesen Versuchen war die 
gleiche: in K befanden sich 8 ccm Blutkérperchenlésung + 2 cem 
1/,-mol. Phosphatmischung + 2 ccm physiologische Kochsalzlésung : 
in G befanden sich 8 ccm Blutkérperchenlésung + 2 ccm 4/,-mol. Phos- 
phatlésung + 2 em (= 0,02 Millimol) Chininlésung. 


Tabelle XV. 


























Py Zeit O, ccm > xs 
oe | des Gemisches | in Minuten K G Hommuseg in % 
{ 30 16,17 16,24 ~ 
5,63 675 \ 70 25.97 18.86 27,4 
{ 50 17,15 13,62 20,6 
6,31 691 |) 80 24°50 15.10 38.0 
; f 30 13,23 5,76 56,5 

10,24 794 | 70 34°79 12°58 63.8 
Tabelle XVI. 
Py Zeit ¥ oO: ecm —- 
On | des Gemisches | in Minuten K 6 Hemmung in °, 
25 14,21 12,58 115 
6,57 7,27 55 27,44 21,48 21,7 
15 35,77 23,06 35.6 
30 17,15 12,0A 29.7 
8,01 7,97 50 27.93 17,82 36.2 
70 38,22 22.53 41,0 
8,82 20 15,68 4,72 69.9 


i,t 


1) O. Warburg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 70, 413. 1911. 
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Tabelle XVII. 





O, ecm 


»,, des Puffers P Zeit in oO” 
nasiaaiianaie des Pal in Minuten K G a 
6.57 711 f 20 18,62 23,06 — 23,8 
. di \ 35 29,89 27,77 + 71 
8.01 7.73 \ 30 26,46 18,34 30,7 
Dibee 60 42.63 27.25 36.1 


Tabelle XVIII. 














| 
> . Py | Zeit 0, emm , 
ng ee des Gemisches in Reset K G Hemmung in % 
ae 30 11,76 | 7,86 33,2 
6.57 7,03 { 45 20,58 | 12,58 38,9 
. 45 2450 | 14,15 42,2 
8,06 7,83 \ 65 32:34. | 17,82 44.9 
P 30 14,21 7.86 44.7 
mai 192 {65 2842 | 14,67 4814 


Tabelle XIX. 




















Py | Zeit oO, em aie " 
ie re des Gemisches | in Minuten so as G any eS 
A ean 9,96 24,7 
6,27 6,82 4h 19,60 13,10 33,2 
55 24,01 | 14,67 38,9 
25 14,21 2.1 85,2 
11,1 8,29 { | 40 1911 | 314 83.6 


Die Versuche unterscheiden sich in keiner Weise von den an intakten 
Zellen angestellten. Man wird demnach den zeitlich progressiven Ver- 
lauf der Hemmung in den Versuchen 10—14 nicht auf ein zeitlich 
meBbares Eindringen des Chinins in die Zelle zuriickfiihren diirfen, 
sondern auf eine zeitlich fortschreitende Wirkung des Giftes auf die 
atmenden Bestandteile der Zelle. Auch nach Zerstérung der _,,Zell- 
membran“ steigt die Atmungshemmung mit zunehmendem py, die 
Wirkung kann also auf die Chininbase bezogen werden. Die Tatsache, 
daB auch bei intakten Zellen die Chininwirkung von der H -Konzentration 
abhingt, obwohl Salz und Base aufgenommen werden, spricht dafiir, daB 
bei Variierung der [H’] die [H’] in den Zellen sich der [H'] des Milieus 
symbat andert. Ganz allgemein folgt, daB aus der fehlenden Wirkung 
eines Stoffes nicht auf sein Unvermégen, in die Zellen einzudringen, 
geschlossen werden darf. 

Die bisherigen Versuche zeigen, daB die zu Beginn des Versuches 
stark wachsende Hemmung einem Gleichgewichtszustande zustrebt, 
der bei gréBerem Gehalt des Gemisches an Chininbase, also bei hohen 
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Werten von py, rascher erreicht wird. (Vgl. hierzu besonders Tabelle XII 
und XIX.) 

V. Es zeigte sich bei einer Reihe von bei saurer Reaktion, also 
relativ geringer Konzentration an Chininbase verlaufenden Versuchen, 
daB zu Beginn des Versuches der Hemmung eine Férderung der Atmung 
voranging. In Versuch 17 (Tabelle XVII) bestand diese Férderung noch 
bei der ersten Ablesung, um dann in Hemmung itiberzugehen. — Wir 


haben nun diese Férderung genauer untersucht. 


Versuch 20: A. In K:9cem Blutkérperchensuspension + 1 cem Regulator 
(pq 7,5) + 2 ccm physiolog. NaCl-Lésung. In G: 9 cem Blutkérperchensuspension 





+ 1 cem Regulator (py 7,5) + 

B. In K: 8,5 ccm Blutkérperchensuspension + 1 com Regulator (py 7,5) 
In G: 8,5 cem Blutkérperchensuspension 
0,025 Millimol) Chininlésung. 


+ 2,5 cem physiolog. NaCl-Lésung. 
+1 cem Regulator (py) 7,5 + 2,5 cem ( 


» 


- 


cem ( 


0,02 Millimol) Chininlésung. 


Tabelle XX. 





Poi O, emm 
= hn a 7 : 3 Hemmung in % 
30 18,13 26,20 ~44.5 
60 37,73 47,16 25,0 
A 90 57,33 61,83 7.9 
110 70,56 71,26 _— 
130 82.81 80,17 + 3,2 
30 16,17 23,06 —42.6 
60 32,83 37,73 —14,9 
B 90 48.51 50,83 — 48 
110 60,76 58,69 + 3,4 
130 70,07 63,40 9.5 
































| a 70 90 
30 50 70 90 0 730 Zeit (Minuten) ——> 
Zeit (Minuten) —> 
Abb. 8. Abb. 4. 


Der Versuch zeigt den zeitlichen Ubergang von Férderung zu Hem- 
mung, zugleich den schnelleren Eintritt der hemmenden Wirkung bei 
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der gréBeren Chininkonzentration in B. Abb. 3 gibt Versuch A, Abb. 4 
Versuch B wieder?). 


Versuch 21: A. In K; 10 ccm Blutkérperchensuspension + 1 cem 
Regulator (pq, 7,5) + 1 cem physiolog. NaCl-Lésung. — In G: 10 cem Blut- 
kérperchensuspension + 1 cem Regulator (py 7,5) + 1 ccm (= 0,01 Millimol) 
Chininlésung. 

B. In K: 9,5 ccm Blutkérperchensuspension + 1 ccm Regulator (pq 7,5) 
+ 1,5 cem physiolog. NaCl-Liésung. — In @: 9,5 com Blutkérperchensuspension 
+ 1 ecem Regulator (pq 7,5) + 1,5 (= 0,015 Millimol) Chininlésung. 


Tabelle XXI. 





























Toi » are we 0, comm 
| a bal ames _ Hemmung in % 
{| | 
30 1225 | 18,10 ~ 
A 60 27,44 | 27,77 _ 
80 36,75 37,73 oo 
30 14,70 16,77 —14,1 
* 60 29.40 30,39 -<e 
90 42,14 41,40 + 18 
110 53,41 46,11 113.7 
60 Wahrend in B wieder erst For- 
50 | mat derung, dann Hemmung eintritt (vgl. 
mn —— Abb. 5), ist die Chininkonzentration 
8 in A innerhalb der beobachteten Zeit 
be heaag wirkungslos. Es muBte also ‘gelingen, 
8 ° P . ra 
20 Wirkungslosigkeit, Férderung und 
1 en Hemmung bei verschiedenen Kon- 
| zentrationen in einem Versuch zu 
a 70 ‘ 
9 eit (Minuten) some - zeigen. 
Abb. 5. 


Versuch 22: A. In K: 10 cem 
Blutkérperchensuspension + 1 ccm Regu- 
lator (py 7,5) + 1 cem physiolog. NaCl-Lésung. — In G: 10 ccm Blut- 
kérperchensuspension + 1 cem Regulator (pq 7,5) + 1 cem (= 0,01 Millimol) 
Chininlésung. 

B. In K: 9 ccm Blutkérperchensuspension + 1°ccm Regulator (py 7.5) + 
2 cem physiolog. NaCl-Lésung. — In G: 9 ccm Blutkérperchensuspension -++- 1 cem 
Regulator (py 7,5) + 2 com (= 0,02 Millimol) Chininlésung. 

C. In K: 8 ccm Blutkérperchensuspension + 1 ccm Regulator (pq 7,5) + 
3,0 ccm physiolog. NaCl-Lésung. — In G: 8 ccm Blutkérperchensuspension -+ 
1 cem Regulator (pq 7,5) + 3 cem (0,03 Millimol) Chininlésung. 


1) In den Abbildungen 3—5 sind mit © die Versuche mit Chinin, mit 
die ohne Chinin bezeichnet. 
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4 Tabelle XXII. 
Zeit O, cmm , 
site in Madi P P Hemmung in % 
ut- 
ol) ie 32,34 34,06 _~ 
A il 60 50,96 52,92 + 
80 67,13 68,12 — 
+5) 30 19,6 25,68 —31,0 
ion » 60 37,24 48,21 —29,5 
| 90 56,84 66,55 —17,1 
| 120 76,44 82,79 - 83 
30 21,07 23,58 —11,9 
C 50 34,30 33,54 + 2,2 
70 49,00 44,02 + 10,2 
Der Versuch entspricht den Erwartungen: B zeigt die mit der Zeit 
sinkende Férderung, C die mit der Zeit steigende Hemmung!). Mit 
den unseren fast identische Resultate hat Somogyi?) bei der Ein- 
wirkung von Chinin auf die Hefegiirung erhalten. Es ist von Interesse, 
daB die biologisch so nah verwandten Prozesse der Atmung und Garung 
auch durch ein Gift in gleicher Weise beeinflu8t werden. Untersuchun- 
gen tiber die Verhiltnisse bei der Atmung von Hefezellen unter der Ein- 
wirkung verschiedener Gifte sind im Gange. 
| VI. Wir haben bereits hervorgehoben, daB die Chininwirkung einem 
r- 


Gleichgewicht zustrebt. Um die Atmungshemmung bei verschiedenen 
am Chininkonzentrationen zu vergleichen, muBte die Einstellung dieses 

















- Gleichgewichtes abgewartet werden. Eine Reihe von Gemischen von 
i verschiedener Chininkonzentration wurde angesetzt, die eine Zeitlang 
7 bis zum Beginn des Versuches standen; diese Zeit wurde um so gréBer 
+ bemessen, je geringer die Chininkonzentration in der Lésung war. 
n- 
as Versuch 23: 80 
Gemisch A: 10 ccm Blutkérperchen- 70 

m suspension ++ 4 ccm (0,04 60l 
ss Millimol) Chininlésung, ~~ 
ite » B: 10 ccm Blutkérperchen-  « °7 
ol) suspension + 3 cem (0,03 yo 

Millimol) Chininlésung + N 

1 cem physiolog. NaCl £30 
+ b z 
| Lésung, 20 
” » ©: 10 ccm Blutkérperchen- { 

suspension + 2 cem (0,02 0 
+ Millimol) Chininlésung ++ i 

al y r) 007 002 Q03 004 

+ 2 cem physiolog. NaCl- Pree e.  AIP. Ta , A aa 


Lésung, 
Abb. 6. 


1) Vgl. hierzu auch E. Grafe, I. ¢. 
*) Internat. Zeitschr. f. physikal.-chem. Biol. 2, 416. 1916. 
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Gemisch D: 10 ccm Blutkérperchensuspension + 1 cem (0,01 Millimol) Chinin- 


lésung + 3 ccm physiolog. NaCl-Lésung. 


A steht 80, B 175, C 265, D 360 Minuten bis zum Beginn des Versuches. 
In K iiberall 8,6 com Blutkérperchensuspension + 3,4 ccm physiolog. NaCl- 


Lésung. 


pel 


In G I 12 cem der Mischung A; II 12 cem der Mischung B; IIL 12 cem der 


Mischung C; IV 12 cem der Mischung D. 


Tabelle XXIII. 











” ho rm eee GT] Hemmung in % 

1 | 45 18,62 4,19 718 \ a7 . 
60 24,99 5,76 77,0 f 1 

U1) 5 250 arse | 520 $585 
m{ 6 ali | aase | aso p3h2 
Vv {) 65 291 3515 | suf l43 


Versuch 24: 
Gemisch A: 9 ccm Blutkérperchensuspension + 


- 


5 ccm (0,05 Millimol) Chinin- 
lésung, 
B: 9 ccm Blutkérperchensuspension + 4 ccm (0,04 Millimol) Chinin- 
lésung + 1 ccm physiolog. NaCl-Lésung, 
Gemisch C; 9 ccm Blutkérperchensuspen- 





—., Henmun 
ww wn 
S$ § 8 


iS} 


Ss 


sion + 3 cem (0,03 Millimol) 
| Chininlésung + 2 cem physiolog. 
NaCl-Lésung, 
: » D:9 ccm Blutkérperchensuspen- 
sion + 2 cem (0,02 Millimol) 
Chininlésung + 3 cem physiolog. 
NaCl-Lésung. 
| A steht 55, B 150, C 235, D 325 Mi- 
| nuten bis zum Beginn des Versuches. 
In K iiberall 7,7 com Blutkérperchen- 
/ | suspension+4,3 cem physiolog. NaCl-Lésung. 
—GR “G0? 003. Qov 005 006 In GI, I, I, IV baw. je 12 cem der 
Se ee Rn. Cape BIO D. 

















Abb. 7. 
Tabelle XXIV. 
i - O, cmm 
= «a - x . @ ——| Hemmung in % 
50 22,54 2,10 90,7 
r 60 26.4 2'62 go.1 f 20-4 
40 17,15 5,24 69,4 
i { 55 24.01 6.29 73.8 } 71,6 
tr J 40 18,62 9.43 49.3 ine 
) 55 26,40 12,58 52,3 
IV 40 21,56 14,67 32.0, 
\ 55 29,40 19,39 34,0 p> 
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Versuch 25: 




















all Gemisch A: 10 cem Blutkérperchensuspension + 4 ccm (0,04 Millimol) Chinin- 
lésung, 
Cl. a B: 10 ccm Blutkérperchensuspension + 3 cem (0,03 Millimol) Chinin- 
23 lésung + 1 cem_ physiolog. 
Jer NaCl-Lésung, 701 
Gemisch C: 10 cem  Blutkérperchen- 60 
suspension + 2 ccm (0,02 
Millimol) Chininlésung + ,°?} 
2 cem physiolog. NaCl-Lé- 40h 
sung, > 
D: 10 cem  Blutkérperchen- $79 
suspension + 1 cem (0,01 E 20| 
Millimol) Chininlésung + ©f | 
3 cem physiolog. NaCl-Lé- 47! z 
sung. | a H | 
In K iiberall 8,6 cem Blutkérperchen- | 
suspension + 3,4 ccm physiolog. NaCl- "| <t 1 
Lésung. -20 
in GT, Il, Ill, IV bew. je 18-c0m der" naynsg endian Atttinel C wcom nn 
Mischung A, B, C, D. 
Abb. 8. 
in- Tabelle XXV. 
in- Zeit O, cmm ; 
‘n in Minuten k 6 Hemmung in % 
ol) ' 30 19.6 6,29 67,9 es 
rg 45 31,36 10,48 66,6 " 
45 29,89 19,39 35,1 
n- ut 6 39.69 24.63 375 ¢ 363 
Og. 40 28,91 26,20 [9,4] ’ 
IV | 30 19,60 23,58 —20,3 | —19 g 
fi. \ 40 25,48 30,39 -19,3 | . 
i Die Versuche zeigen, daB ein Gleichgewicht vorhanden war und daB 
Ww. im Gleichgewicht die Hemmungen den Chininkonzentrationen der Ge- 
ler mische proportional sind. Dies ist deutlich aus den Abb. 6—8 ersicht- 


lich, die die Versuche 23—25 graphisch wiedergeben. 


Zusammenfassung. 


1. Die roten Blutkérperchen, von Siiugetieren sowohl wie von 
Végeln, sind fiir das Chininsalz wie fiir die Chininbase gleich permeabel. 

2. In Hefezellen dringt nur die Chininbase ein. 

3. Die hemmende Wirkung des Chinins auf die Atmung mub auf 
die Alkaloidbase zuriickgefiihrt werden. Anfangs steigt die hemmende 
Wirkung mit der Zeit an, sie strebt aber einem Gleichgewicht zu, bei 
welchem die Hemmung die gleiche bleibt. 
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4. Diese Erscheinungen beobachtet man nicht blob an intakten 
Vogelblutkérperchen, sondern auch an durch Gefrieren und Auftauen 
zerstorten. 

5. Der hemmenden Wirkung des Chinins auf die Atmung der roten 
Blutkérperchen geht eine fordernde voraus. 

6. An Versuchen, bei denen das Hemmungsgleichgewicht sich 
bereits eingestellt hat, kann gezeigt werden, dab die Hemmung der 
Atmung den Chininkonzentrationen des Gemisches proportional 


wachst. 
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Weitere Untersuchungen tber die Permeabilitat der Glomerulus- 
membran fiir stereoisomere Zucker, mit besonderer Beriick- 
sichtigung von Galactose. 

Von 
H. J. Hamburger. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Groningen. ) 
(Eingegangen am 21. November 1921.) 


In einer friiheren Arbeit wurde nachgewiesen'), daB, wenn man das 
BlutgefaBsystem der Nieren statt mit der iiblichen Ringerlésung mit 
einer Fliissigkeit durchstrémt, die eine geinderte, zweckmabige Zu- 
sammensetzung besitzt, der in derselben geléste Traubenzucker von 
der Glomerulusmembran zuriickgehalten wird. Dabei spielt der Gehalt 
der Fliissigkeit an Ca-Ionen (und an H-lonen) die Hauptrolle. Diese 
Retention von Glucose ist sehr merkwiirdig, weil andere Krystalloide 
wie Kochsalz, Sulfate und Phosphate von der Glomerulusmembran nicht 
zuriickgehalten werden. Es erhob sich nun die Frage, was wohl die 
Ursache dieses allerdings zweckmiBigen Verhaltens der Glucose sein 
konnte. Lag es an der GréBe des Molekiils? Diese Annahme wurde 
hinfallig, als es sich herausstellte, daB Lactose (C,,H,.0,,), welche ein 
fast doppelt so groBes Molekulargewicht besitzt, glatt hindurchtrat 
was ebenfalls der Fall war sogar mit Raffinose (C,,H,.0,,). Es blieb 
dann nichts anderes tibrig als anzunehmen, daB die Erscheinung einer 
besonderen Konfiguration des Glucosemolekiils zuzuschreiben sei?). 

Um diese SchluBfolgerung naiher zu priifen, wurden noch andere, 
d.h. mit Glucose isomere, Hexosen (C,H,,0,) untersucht. Es zeigte 
sich dabei, daB im Gegensatz zu Glucose, Fructose und Mannose voll- 
stindig durchgelassen wurden. Die Froschnieren sind also imstande 
Glucose einerseits und Fructose und Mannose andererseits zu unter- 
scheiden. Es muBte sich also wohl um Differenzen in der chemischen 
Struktur handeln. Es lag auf der Hand, an das bekannte Bild von 
Schliissel und SchloB zu denken: der Schliissel Glucose wiirde also 
nicht auf die Glomerulusmembran passen, wahrend die Schliissel 
Fructose und Mannose das wohl tun. 

1) Hamburger und Brinkman, Proc. Koninkl. Akad. v. Wetensch., 
Sitzung vom 27. I. und 29. IX. 1917, diese Zeitschr. 88, 97. 1918. 

2) Hamburger und Brinkman, Proc. Koninkl. Akad. v. Wetensch., 
Sitzung vom 28. IX. 1918. 
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Es erhob sich jetzt die Frage, welche Atomgruppe im 
Glucose molekil fiirdie Retention verantwortlich zu machen 
sei. Der Versuch, diese Frage zu beantworten, bildet den ersten Teil 
vorliegender Arbeit. Der zweite Teil beschaftigt sich mit dem eigen- 
tiimlichen Verhalten der Galaktose, welche Zuckerart eine Mittelstelle 
cinnimmt, d. h. teilweise zuriickgehalten, teilweise durchgelassen wird, 
Dieser Zucker interessiert uns weiter nicht nur, weil er wesentlich zur 
Bildung des Milchzuckers beitragt, sondern auch, weil er zum Aufbau von 
Cerebrosiden mitwirkt. 


1. Li€t sich im Glucosemolekiil eine Atomgruppe anweisen, welche fiir 
die Retention dieser Zuckerart verantwortlich zu machen ist? 


A NRA AY Se 5 ar Rie 


Um diese Frage zu beantworten, war es nétig, noch eine Anzahl 
q isomere und stereoisomere Zuckerarten in ihrem Verhalten gegeniiber den 
: Nieren zu untersuchen, und zwar nicht nur Hexosen, sondern auch Pen- 
; 


tosen und Tetrosen. Leider haben wir uns sehr beschriinken miissen wegen 
des Mangels an Material. Die Herren Jhr. Alberda van Ekenstein, 
Prof. Backer, Prof. Boeseken und Prof. C. Neuberg hatten die groBe 
Liebenswiirdigkeit, mir zu Hand zu stellen, was sie zur Verfiigung hatten. 
a Ich spreche ihnen hierfiir nochmals meinen aufrichtigsten Dank aus. 
Die angewandte Methodik wich von der friiher geiibten nicht ab‘). 
Die Durchstrémungsfliissigkeit, in der die Zuckerarten aufgelést wurden, 
hatte wieder die folgende Zusammensetzung: NaCl 0,5°%, KCl 0,02%, 
CaCl, - 6aq. 0,04°%, NaHCO, 0,285%. Die Zuckerbestimmung erfolgte 
wie friiher nach Bang (1916). In der letzten Zeit wurde die neueste 
Methode von Bang beniitzt (1918), insbesondere fiir die im zweiten 
Teile zu beschreibenden Untersuchungen. Es sei aber gleich hervor- 
oH) gehoben, daB sowohl die alte wie die neue zuverlissige Resultate liefern. 

Wir stellten nun die freilich willktirliche Hypothese auf, daB die 


C—OH 
Gruppe | im Glucosemolekil die Retention herbei- 
H—C—OH 


SE Sas 


fiihre. War diese Hypothese richtig, so sollte die folgende Reihe zuriick- 


: gehalten werden: 
a C—OH C—OH C—OH C—OH C—OH 
a | | | | | 

is H—C—OH H—C-—OH H—C—OH H—C-—OH H—C—OH 
€ } ! 


| | | j 
OH—C—H H—C—OH H—C—OH H—C—OH OH—C—H 





| | | 
H—C—OH OH—C—H H—C—OH OH—C—H OH-—C—H 

| | 
H—C—OH H—C—OH OH—C—H OH—C—H H—C—OH 


te ' 

Bo | | | | | 

a CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH 
(1) d-Glucose (2) 1-Gulose (3) 1-Talose (4) l-Mannose (5) d-Galaktose 


1) Hamburger und Brinkman, diese Zeitschr. 88, 97. 19!8. 
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Von diesen Substanzen standen uns hier (1), (4) und (5) zur Ver- 
fiigung. Wie bereits erwahnt, wird (5) in der Tat retiniert, wenn auch 
nicht vollstindig. Auf diese partielle Retention kommen wir im zweiten 
Teil dieser Arbeit noch zuriick. Die Versuchsresultate mit 1-Mannose 
waren mit unserer Hypothese in Widerspruch: in vier Versuchen zeigte 
es sich, daB bei Durchstrémung mit einer 0,09 proz. Lésung, welche 
eine Reduktion gab, die einer 0,035 proz. Glucoselésung entsprach, der 
kinstliche Harn ebenfalls eine Reduktion von 0,036% auf- 
wies; also keine Retention. 

Beiliufig sei aber hervorgehoben, da®B nach Anfertigung der 
|-Mannoselésung, die Drehung + 10,5° betrug, 16 Stunden nachher 

- 13,5°. Man vergleiche hierzu 8. 197. 

Des weiteren erforderte die Hypothese, daB die folgende Reihe die 

Glomerulusmembran passieren wiirde. 


C—OH C—OH C—OH C—OH C—OH 
OH—C—H OH—C—H OH—C—H OH—C—H OH—C—H 


H—C—OH OH—C—H OH—C—H H—C—OH H—C— OH 
OH—C—H H- c OH OH- C H H ( OH H ( OH 
OH—C H OH—C—H H—C—OH H—C—OH OH & H 

CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH 

(1) 1-Glucose (2) d-Gulose (3) d-Talose (4) d-Mannose (5) 1-Galaktose 


Jedoch verfiigten wir nur iiber (6) und (9). 

Es wurde eine 0,1 proz. |-Glucoselésung benutzt. In Ringerfliissig- 
keit anfgelést, zeigte sie eine Reduktion von 0,42°%. In den vier Ver- 
suchen zeigte der Harn dieselbe Reduktion. Also war entsprechend der 
Hypothese keine l-Glucose zuriickgehalten. Auch von der 
d-Mannose wurde keine Spur retiniert. Es wurden die dies- 
beziiglichen Versuche bereits in einer nicht so leicht zuginglichen Zeit- 
schrift friiher mitgeteilt?), 

Wie wiirde sich das d-Glucosamin verhalten / 

Es war nicht ohne Interesse, dies zu untersuchen. Bekanntlich ist 
die Struktur folgende : 


C—OH 
CNH, 
OH—C—H 
H ¢ OH 
H—C_OH 

CH,OH 


1) Hamburger und Brinkman, Proceedings Koninkl. Akad. v. Wetensch. 
26, Nr. 4, S, 556. 1918. 
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Wenn die Hypothese, im Glucosemolekiil sei die Gruppe eo 

H—C—OH 
die Ursache der Retention, richtig war, konnte noch die Frage erhoben 
werden, ob der H oder das OH von H—C—OH verantwortlich zu 
machen war. Was wiirde geschehen, wenn im d-Glucosemolekiil OH 
durch NH, ersetzt wurde ? 

Die Permeabilitat der Nieren fiir d-Glucosamin war voll- 
kommen. Um Raum zu ersparen, unterlassen wir es, die Experimente 
mitzuteilen. 

Entweder also ist das OH der genannten Gruppe der aktive, fiir die 
Retention verantwortliche Teil, oder — und das ist wahrscheinlicher 

C—OH 
die ganze | -Gruppe ist fiir die Retention erforderlich. 
H—C—OH 

Zur zweiten Priifung der Hypothese war es erwiinscht, auch einige 
Pentosen zu untersuchen. Erwartet wurde, daB die folgende Reihe 
Retention zeigen wiirde : 

C—OH C—OH C—OH 


| 
H-C—OH H-C-OH H—C—OH 
| 
OH—C—H OH—C—H H—C—OH 


| 
OH—-C—H H—-C—OH H—C—OH 

| | | 

CH,OH CH,OH CH,OH 
(1) 1-Arabinose (2) I-Xylose (8) d-Ribose 


Was die |-Arabinose (1) betrifft, wurde eine 0,07 proz. Lésung durch- 
geleitet ; sie hatte eine Reduktion, welche einer 0,07 proz. Glucoselésung 
entsprach. Der Harn zeigte eine Reduktion von 0,07%. Es war also, 
im Widerspruch mit der Hypothese, nichts zuriickgehalten. 

Von der |-Xylose wurde ein Teil zuriickgehalten. Wurde 
mit einer 0,1 proz. Xyloselésung, welche eine Reduktion von 0,0725°,, 
zeigte, durchstrémt, so betrug die Reduktion des Nierenproduktes 
(Mittel von 4 Versuchen) 0,0525%. Es war also zuriickgehalten 0,0725 

— 0,0525 = 0,02%, demnach (0,02 : 0,0725) - 100 = 36%, der 1-Xylose. 
Wir kommen im zweiten Teil dieses Aufsatzes gelegentlich der Galaktose - 
studien auf diese Angelegenheit ausfiihrlicher zuriick. 

Die dritte Pentose, nimlich d-Ribose, wurde ebenfalls teil- 
weise zuriickgehalten. Wir geben folgenden Versuch. 


Die 0,05 proz. Lésung von Ribose in der Durchstrémungsfliissigkeit zeigt eine 
Reduktion, welche einer 0,06 proz. Traubenzuckerlésung entspricht. 


Frosch A. Reduktion Harn aus |. Niere . .. . . 0,0525°% Glucose 
= So ak Sees ee 
Frosch B. - eet See ~ « + sae - OOEIBY 
» pi apt eS a, ee eee. | eee 
Mittelwert der Reduktion des Harms ...... . 0,0468%. 
0.0132 | 100 = +22% der d-Ribose. 


Retiniert 0,06 — 0,0468 — 0,0132 oder 


0,06 
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Von einer vollstiindigen Retention, wie sie die Hypothese erforderte 
ist bei keiner der drei Substanzen die Rede. Die l-Arabinose geht sogar 
ganz durch. Es sei hierbei erwaihnt, dab dasselbe auch mit der d-Arabi- 
nose der Fall war. 


Wir lassen jetzt eine Reihe von Pentosen folgen, fiir die eine Durch- 
lissigkeit erwartet wurde. 


c—oH C—OH C—OH C—OH 
| | 
OH—C—H oH-—-C—H on—C-—H OH—C—H 
| 
H—C—OH H—C—OH OH—C—H OH—C—-H 
| | 


H—C—OH OH—C—H H—C—OH OH—C—H 
| | | 
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH 

(4) d-Arabinose (5) d-Xylose (6) d-Lykose (7) 1-Ribose 


Von diesen vier Pentosen haben wir nur die zwei ersten, (4) und (5), 
untersuchen kénnen. 


Versuche vom 26. X. 1918. Die d-Arabinoselésung war eine 0,09 proz. und 
zeigte eine Reduktion von 0,075%. 


Sameer fReduktion Harn aus |. Niere . . . . . . 0,075°% Glucose 
pains ied ee Ce ia 
é f he F el. ee ee ae ee 
Fresh B. \ om fo Xe RPO ie eli: a Ga 


Also nichts retiniert. 


Versuche vom 4. XI. 1918. Die Durchstrémungsfliissigkeit enthalt 0,08°,, 
d-Arabinose. Reduktion 0,0745° 5. 


- {Reduktion Harn aus |. Niere . . 0,0625%, u. 0,065° Glucose 
Frosch A. =o BRO 
99 pe a. ee be . - 0,066% u. 0,065, 
/ ; | 0),0575° : 
Frosch B. ; . eS lid eee . , 
hoe ut ct nt. i, oe 


Aus diesen Untersuchungen geht also hervor, daB der Hypothese 
gemiB, die d-Arabinose absolut nicht retiniert wird. 

Und jetzt die d-Xylose. An dieser Stelle werden wir hieriiber 
kurz sein. Nur sei hervorgehoben, daB in der Versuchsreihe vom 23. X. 
aus einer 0,1 proz. d-Xyloselésung mit einer Reduktion von 0,125, im 
Mittel 0,025 = 20% der d-Xylose retiniert wurde, wahrend in einer 
Versuchsreihe vom 30. X. aus einer 0,04 proz. d-Xyloselésung mit einer 
Reduktion von 0,525%, im Mittel 50°, der d-Xylose zuriickgehalten 
wurde. Im zweiten Teil kommen wir auf die d-Xylose noch zuriick. 


Die beiden Reihen von Tetrosen, welche fiir eine ahnliche Unter- 
suchung in Betracht kommen wiirden, sind die folgenden: 
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C—OH C—OH C—OH C—OH 
H—C—OH H-C_OH  OH—C_H OH-C_H 
H-C-OH OH—C_H oH_-C -H H—C_OH 

CH,OH CH,OH CH,OH (HOH 
(1) d-Erythrose (2) d-Threose (8) 1-Erythrose (4) 1-Threose 


Von (1) und (2) mu8 eine Retention erwartet werden, von (3) und (4) das 
Gegenteil. Leider standen uns diese vier Verbindungen nicht zur Verfiigung. 
Ebensowenig die Triose Glycerinaldehyd, von welcher eine Retention zu erwarten 
ist. Wird ja fiir diese Substanz die folgende Formel angegeben: 

C—OH 
HO. OH 
| 

CH,OH 

Weiter ware es interessant, auch das Glykolaldehyd zu priifen. 

Ziehen wir aus den oben beschriebenen Versuchen vorliufig das 
Fazit, insoweit das mit Hinsicht auf das mangelhafte Versuchsmaterial 
erlaubt ist, so darf man sagen, daB man nicht berechtigt ist, die End- 


C—OH 
gruppe | fiir die Retention verantwortlich zu machen; denn 
H—C—OH 


zunachst reden die 1-Mannose und die 1-Arabinose, die beide vollstiindig 
durchgehen, dagegen das Wort. Ahnliches ist der Fall mit d-Xylose, 
die vollstaéndig durchgehen sollte, aber, wenn auch teilweise, zuriick- 
gehalten wird. 

Der d-Glucose bleibt also eine Sonderstelle einnehmen. 
Sie allein wird, im Gegensatz zu den anderen untersuchten 
Hexosen und Pentosen, vollstandig retiniert. 


II. Die partielle Retention von d-Galaktose und 1-Xylose. 

Wie oben hervorgehoben wurde, hatte sich bereits bei friiheren 
Versuchen herausgestellt*), daB d-Galaktose nur teilweise zuriick- 
gehalten wurde. Bei niherer Betrachtung schien uns das mit dem 
Begriff Permeabilitat wenig in Ubereinstimmung zu sein; denn ein 
Filter halt entweder eine Substanz zuriick, oder laBt sie ohne weiteres 
passieren. Ein Mittelweg lat sich kaum denken, jedenfalls, wenn man 
mit einem einheitlichen Stoff zu tun hat. Wir waren dann auch geneigt, 
den Begriff Permeabilitit fallen zu lassen und auch fiir das Verhalten 
der Nieren gegeniiber den anderen mit Glucose isomeren und stereo- 
isomeren Substanzen, an der Hand von etwaigen Differenzen in der 
Oberflichenspannung oder Viscositiit eine Erklarung zu suchen, So 
wurden die capilliren Steighdhen von aquimolekularen Lésungen von 
Glucose und Fructose ermittelt, von dem die letztere Substanz, wie 
friiher nachgewiesen wurde, vollkommen durch die Glomerulusmembran 

" 1) Hamburger und Brinkman, Proceedings Koninkl. Akad. v, Wetensch. 
42, Nr. 4. 1918. 
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durchgelassen wird; aber die capilliren SteighGhen erwiesen sich nach 
Versuchen von Fri. 8. C. Hamburger vollkommen gleich. Auch 
zwischen den Viscositiitswerten der beiden Zucker war in ihren Experi- 
menten kein Unterschied zu beobachten. 

Weiter wurde nach dem Vorgang von O. Cohnheim!) untersucht, 
ob die beiden Zucker Unterschied zeigten mit Bezug auf ihr Vermégen, 
an Nierenpartikelchen adsorbiert zu werden. 


1. Lat sich bei zerstiickelten Nieren Bindung (Adsorption) von Zucker 
nachweisen? 

Bekanntlich legte Cohnheim Stiickchen von Warmbliiternieren, 
aus denen das Blut mittels 0,6—0,75 proz. NaCl-Lésung méglichst ent- 
fernt war, in glucosehaltige NaCl-Lésung und fand, daB nach einiger 
Zeit der Glucosegehalt dieser Lésung abgenommen hatte. Er schlie[t 
daraus, daB in normalen Umstinden die Nieren Glucose binden. Wenn 
man seine diesbeziiglichen Ausfiihrungen genau liest, wird man geneigt 
sein, die Richtigkeit dieser SchluBfolgerung zu bezweifeln. Zuniichst 
sind die Abnahmen des urspriinglichen Zuckergehaltes der NaCl-Zucker- 
lésung so gering, da man sie vielmehr auf Rechnung von unvermeid- 
lichen Versuchsfehlern schreiben wird. Zweitens kann die NaCl-Lésung 
von 0,6—0,75°%, keineswegs als eine fiir das Nierenparenchym indifferente 
Fliissigkeit angesehen werden. So wird die Hypotonie dieser Lésung 
eine Steigerung der Zuckerkonzentration umge bender Fliissigkeit herbei- 
fiihren. Drittens scheint es nicht ausgeschlossen, daB hier das glucolyti- 
sche Ferment eine Rolle gespielt hat. 

Trotz der Ergebnisse O. Cohnheims schien es uns erwiinscht, die Versuche 
bei Froschnieren zu wiederholen und zwar unter Kautelen, die den obenstehenden 
Einwinden Rechnung tragen. 

Statt der von Cohnheim benutzten Methode von Bertrand wurde das fiir 
kleine Quantitaiten mehr geeignete Bangsche Verfahren zur Zuckerbestimmung 
gebraucht, und zwar die neueste Form (1918). Statt einer reinen NaCl-Lésung 
wurde dieselbe aquilibrierte Salzlésung gebraucht, die auch fiir die Durchstrémungs- 
versuche als die physiologische gefunden war. Auch Sauerstoffdurchleitung wurde 
nicht vergessen. Mit Hinsicht auf die Glucolyse wurde fiir eine niedrige Tem- 
peratur gesorgt. 

Versuch 19. IIT. 1919. 

0,8 g Froschniere wurde, nach Abspiilung, fein zerstiickelt, mittels Schere, 
und in Ringerfliissigkeit verteilt, zu der 0,1°4 Glucose hinzugesetzt worden war. 


eem Thiosulfat 
{1,58 = 0,0964 Glucose 


Mi Oo/ «i >, 4 
Ringer + 0,1°4 Glucose 11,59 = 0.093% ,, 


Nach 20 Minuten Beriihrung mit den Nieren- = {1,57 = 0,19) a 
stiickchen in der Glucose-Ringerlésung 1,60 = 0,099, a 

Nach 40 Minuten Beriihrung mit den Nieren- {1,58 = 0,0964°, 
stiickchen in der Glucose-Ringerlésung 11,59 = 0,093°,, 


Die Nierensubstanz hat also keinen Zucker aufgenommen. 


1) O. Cohnheim, Adsorptionsvermégen von Nierensubstanz fiir Zucker. 








| 
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Wohl aber schien das der Fall zu sein, wenn eine Ringerlésung genommen 
war, die statt 0,59, NaCl 0,6% enthalt, also hypertonisch ist. Dann war das Re- 
sultat folgendes: 

Versuch 21. IIT. 1919. 

0,95 g Froschniere wurde, nach Abspiilung, mittels Schere fein zerstiickelt, 
und in Ringerfliissigkeit mit NaCl 0,6° verteilt, zu der 0,1°% Glucose hinzugesetzt 
worden war. 

cem Thiosulfat 


ay 2. re) a] 7 
Ainger + 0,1%, Glucose age rz 4 vee 
Nach 20 Minuten Beriihrung mit den Nieren- {1,59 = 0,0928°, " 
stiickchen in der Glucose-Ringerlésung 11,59 = 0,0928% 
Nach Istiindiger Beriihrung mit den Nieren- {1,63 = 0,0785°,, 
stiickchen in der Glucose-Ringerlésung (1,63 = 0,0785°, as 


Jetzt hat die Konzentration der Zuckerlésung abgenommen. Aber diese Ab- 
nahme laBt sich jedenfalls dadurch erklaren, daB die hypertonische Lésung Wasser 
aus der Niere ausgezogen hat. 

Indessen war die Méglichkeit nicht ganz ausgeschlossen, daB die hypertonische 
Fliissigkeit doch noch eine Bindung von Glucose veranlaBte. Deshalb wurde der 
Versuch wiederholt mit hypertonischer 0,69 NaCl enthaltender Ringerfliissi- 
keit, in welcher Glucose und Milchzucker aufgelést war. Milchzucker wird, 
wie friiher festgestellt war, im Gegensatz zu Traubenzucker, vollstandig von der 
Glomerulusmembran durchgelassen. Wiirde also der vorhergehende Versuch fiir 
die Erklirung dieses Gegensatzes einige Bedeutung haben, so sollte von Glu- 
cose ein Teil gebunden werden, von Laktose dagegen nichts. 

Versuch vom 22. IIT. 1919. 

ecm Thiosulfat 
0,6°,, NaCl enthaltende Ringerlésung + 0,1°% ae =:0,1% Glucose 
Glucose 1,58 = 0,096% —,, 
Diese Filiissigkeit nach Istiindiger Beriihrung {1,63 = 0,0785% 


mit fein zerstiickelter Nierensubstanz 11,64 = 0,075, 
0,6% NaCl enthaltende Ringerlésung + 0,15% {1,65 = 0,0714% 
Milchzucker 11,66 = 0,068% < 


Diese Fliissigkeit nach Istiindiger Beriihrung pe = 0,068 

mit fein zerstiickelter Nierensubstanz 1,66 = 0,068% os 

Aus diesen Experimenten geht zunichst hervor, daB die Fliissigkeit, 
in der die Nierensubstanz suspendiert war, eine Abnahme der Reduktion 
erfahren hat, wenn es sich um Glucose handelt (Abnahme von 0,1% zu 
0,0785°%)!). Handelte es sich dagegen um Milchzucker, so war von 
einer Abnahme nicht die Rede (0,0714% oder 0,068 und 0,068°%). 

Man wird demnach geneigt sein, hier an eine Bindung von Glucose 
seitens der Nierensubstanz zu denken. Andererseits ist hier der EinfluB 
von Glucolyse nicht als ausgeschlossen zu betrachten. Waren ja in 
unseren Versuchen die Nieren vor der Zerstiickelung nicht auf intra- 
vasculirem Wege ausgewaschen; es war noch Blut darin vorhanden, 
was sich auch durch die Rotfirbung der Fliissigkeit kundgab. Die rote 


1) Andere ahnliche Versuche ergaben wieder keinen Zuckerverlust seitens der 
umgebenden Fliissigkeit. 
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Waschfliissigkeit war, wie aus speziellen Versuchen hervorging, jedoch 
nicht imstande, Glucose zu zersetzen. 

Doch schien es erwiinscht, den Versuch zu wiederholen mit Nieren, 
deren BlutgefaBsystem vor der Zerstiickelung mit einer Ringerlésung 
ausgewaschen war, um das Blut zu entfernen. Die Experimente gaben 
ein ganz unerwartetes Resultat: Statt der Abnahme der Reduktion 
fiihrte die Nierensubstanz Zunahme herbei. 


Versuch vom 3. IV. 1919. 


10 Nieren von 5 Fréschen werden nach Durfchstrémung mit Ringer (NaC! 
0,6%) zerstiickelt und in 1 ccm Ringer + 0,089 Glucose aufgeschwemmt. 


ecm Thiosulfat 


Gl Ringerlé — = 0,0785% Glucose 
tlucose-Ringerlésung. . . .... ee 8 ee 1,62 — 0,0821% 
Unmittelbar nach Beriihrung der obigen {1,54 = 0,11% 
Fliissigkeit mit Nierensubstanz 1,55 = 0,1079% “ 
1,46 = 0,139° 
Nach !/,stiindiger Berithrung . . .... . . ft, ‘ener aj 
ach !/,stiindiger g 1.48 — 0.132% 


36 — 0,175% 
Nach 2%/,stiindiger Beritihrung ....... tes 175% 


1,35 = 0,178% re 
85 = 0% - 
ee os ae eee {1 = — 0%, 
a doa /0O 


Also auch hier wieder eine bedeutende Zunahme von reduzierender 
Substanz, welche Zunahme bei fortgesetzter Beriihrung ansteigt. 

Vollkommen gleichlautende Resultate wurden erhalten, wenn die 
Ringerfliissigkeit nicht mit Glucose beschickt war. Wir geben ein paar 
Experimente. 

Versuch vom 12. IV. 1919. 

12 Nieren von 6 Fréschen werden + 5 Minuten mit Ringer durchstrémt und 
nach feiner Zerstiickelung mittels Scheren in 1 ccm Ringer + 0,11% Glucose 
gelegt und damit auf der Schiittelmaschine geschiittelt. Nach verschiedenen Zeiten 
wird ein Teil zur Untersuchung gezogen (zentrifugiert und in der Fliissigkeit die 
Reduktion ermittelt). 

ecm Thiosulfat 
{1,52 = 0,118°% Glucose 
1,53 = 0,114% “ 
Unmittelbar nach Beriihrung der obigen <= = 0,118% ‘ 
Fliissigkeit mit Nierensubstanz 1,52 = 0,118% * 


ES Coa ee ae ee 


. 


1,42 = 0,153% 

Nach 1/,stiindiger Berthrung..... .. hist 
ach 11/,stiindiger rung 143 °§ 0,15% 
Nach 21/,stiindiger Beriihrung. . ..... . (1,29 — 0,20%, 


Wie gesagt, findet man also Zunahme der Reduktion. 


Noch eine zweite Versuchsreihe: 


6 Nieren von 3 Fréschen, mit Ringer durchstrémt, dann zerstiickelt und in 
3/, cem Ringer suspendiert. 


Biochemische Zeitschrift Band 128. 13 
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cem Thiosulfat Reduktion') 
Unmittelbar nach Beriihrung mit der Nieren- 


substanz 1,75 = 0,035°,, Glucose 
: a ‘ f1,65 = 0,0714°, 
ac 1 rer » ml y 
Nach 1|?/,stiindiger Berthrung. ...... . 11,65 ~ 0,0714% 
. ssa > {1,53 = 0.114% 
sh 22/,5 , 
Nach 2!/,stiindiger Beriihrung. 1.54 — 0,1107°, 


Es tritt also reduzierende Substanz aus den fein zer- 
stiickelten Nieren aus. Ist das Glucose, welche etwa in der Niere 
angehiuft war? Nein, denn erstens nahm der Reduktionsgrad nach 
Vergirung nicht ab; zweitens gab die Fliissigkeit nicht die Osazonreak- 
tion. Welche dann die reduzierende Substanz war, wurde nicht weiter 
untersucht. Denn bei dieser Sachlage schien eine Weiterfiihrung vor- 
liegender Untersuchungen, -um auf Grund von Reduktionsversuchen 
zu untersuchen, erfolglos. Im allgemeinen lehren diese Versuche aber. 
mit wie groBer Vorsicht man SchluBfolgerungen fiir das Leben ziehen 
soll aus Beobachtungen an zerstiickelten Nieren. 

Hatten wir aber eine Bindung (Adsorption) von Glucose feststellen 
kénnen, nicht dagegen von Milchzucker und von anderem durchgehenden 
Zucker wie Fructose, so wire ein Weg angewiesen gewesen, um der 
Ursache der Glucoseretention naiher zu treten. Wir waren natiirlich 
zufrieden gewesen, wenn diese Bindung sich nur in geringem Umfang 
geiuBert hatte; denn mehr darf man in keinem Falle erwarten, da hier 
bloB die Glomerulusmembran in Betracht kommt. 


So kehrten wir zur Erklirung der partiellen Retention der Galaktose 
zum Permeabilitatsbegriff zuriick. Zwei Erklirungen schienen mdglich : 

1. Es war méglich, daB die Konzentration, in der die Galaktose- 
lésung angewandt war (0,1 und 0,15%,) zu hoch war, m. a. W. oberhalb 
der Toleranz der Nieren fiir diese Substanz gelegen war. In diesem 
Fall war es nach unseren Erfahrungen, die wir bei der Glucose gemacht 
hatten?), auf der Hand liegend, da ein Teil der Galaktose die Nieren 
passieren und ein anderer Teil retiniert werden wiirde. 

Es schien deshalb erwiinscht, Toleranzbestimmungen der 
Nieren fiir Galaktose auszufiihren. Wiirde es sich nun herausstellen 
daB in keiner Konzentration die Galaktose vollstaindig zuriickzuhalten 
war, so schien bloB die zweite Erklirung méglich. 

2. Die zweite Erklarung der partiellen Retention konnte darin ge- 
legen sein, daB die Galaktose in zwei Modifikationen vorkommt, eine 
x- und eine /-Form, die in’ wisseriger Lésung miteinander im Gleich- 
gewicht sind, und von denen dann eine Form vonder Glomerulus- 
membran retiniert wird, die andere Form nicht. 


1) Wie immer ausgedriickt in Prozent Glucose. 
*) Hamburger und Brinkman, diese Zeitschr. 94, 131. 1919. 
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2. Toleranz der Nieren fiir Galaktose. 

Um die Toleranz zu bestimmen, wurden, wie friiher bei der Glucose 
getan war!), Galaktoselésungen einiger Konzentrationen untersucht, 
oberhalb und unterhalb 0,1°,. Die Durchstrémungsfliissigkeit war 
wieder die tibliche : NaCl 0,5°,, KCI 0,01°%, CaCl, « 6 aq 0,04°,, NaHCO, 
0,285%. Die Reduktionsbestimmung erfolgte nach der neuesten Bang - 
schen Methode (1918)*), welche uns bei vielfaltiger Nachpriifung in der 
Tat scharfere Resultate gab als die iltere, die bei genauem Arbeiten 
ebenfalls zuverlassig ist*). Bei der neuesten Methode wird der Fehler 
durch den EinfluB von der Intensitat des Kochens und von der Luft- 
, oxydation eliminiert, das erstere dadurch, dal} in die kochende Fliissig- 
keit in geeigneter Weise heiBer Wasserdampf geleitet wird, wodurch das 
Kupferoxydul in der nunmehr sauren Filiissigkeit mittels Jodsiure 











1 
Tabelle L. 
Die Toleranz der Glomerulusmembran fiir Galaktose. 
Di . I y Der U a5 igt ei IV P M 
Jie Durch- |} at er Urin zeigt eine rozentische Reten- 
Datum = stromungs- P see tel Reduktion von Retention (I1—IIJ) | tion von Galaktose ; 
L des 5 fliissigkeit fliissigkeit, ausge- Prozent Glucose Mittelwert fiir die 
» Versuchs | & enthalt an Grtickt i Peouent beiden Nieren (be- 
Galaktose Glucose aus recht. aus linker aus recht. aus linker rechnet aus ILu. IV) 
| » 4 Niere Niere Niere Niere e 
: ; an ; , | Bae 
.VEL19) A} 0,05 0,0964 0,0535  0,0535 | 0,0429 00,0429 0.0964. 100 = 51 
B 0,05 0,0571 | 0,0535 | 0,0393 0.0429 46 
1£VI.19) A 0,1 0,125 0,0571  0,0531 | 0,0679  0,0715 56 
B 0,1 0,0607 | 0,0571 | 0,0643  0,0679 53 
VIE19 A 0,1 0,0785 0,0357 . 0,04 0,0428 00,0385 56 
B 0,1 0,04 0,05 0,0385 0,0285 43 
Vi 19} A} Of 0,0714 0,0357 | 0,0285 | 0,0357  0,0429 a5 
B 0,1 0,0357  0,0321 | 0,0357 0.0393 53 
Vi. 19 A 0,15 0,112 0,05 0,057 0,062 0,055 52 
B 0,15 0,05 0,0607 | 0,062 0.0513 51 
.VI.19) A 0,2 0,157 0,107 | 0,057 0,050 | 0,082 42 
B; 0,2 0.0893  0,0893 | 0,0677 | 0,0677 43 
VIL. 19) A 0,25 0,193 0,121 0,121 0,072 . 0,072 37 
B 0,25 0,13 0,063 | 013 0,063 3: 








*) J. Bang, diese Zeitschr. 9%, 344. 1918. 
3) Es scheint uns nicht ohne Nutzen, die Aufmerksamkeit der Fachgenossen. 





1) Hamburger und Brinkman, diese Zeitschr. 94, 131. 1919. 


die sich mit Zuckerbestimmungen beschiftigen méchten, auf die Tatsache zu 
lenken, daB das in denKriegsjahren von Kah] baum abgegebene KCl ,,proAnalyse* 
reduzierende Stoffe enthielt; das gleiche war der Fall mit der ebenfalls als chemisch 
rein gelieferten KCl der British Drug Houses in London. Es hat uns viele Zeit 
gekostet, bevor diese Entdeckung gemacht wurde. Erst nach langen systemati- 
schen Untersuchungen gelang es, das KCl als die Ursache der Abwesenheit von 
Ubereinstimmung, sogar von Parallelversuchen anzuweisen. Nach wiederholter 
Umkrystallisierung der beiden genannten KCI-Lieferungen wurde ein vollkommen 
zuverlassiges Praparat erhalten, das den Anforderungen von Bang vollkommen 
entsprach (Blindbestimmung 1,97). 
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momentan in Kupferoxyd umgesetzt wird. Die Endtitration erfolgt 
durch 0,01 n-Thiosulfat und Amylumlésung. 

Braucht man accm Thiosulfat, so liBt sich der prozentische Glucose- 
gehalt berechnen nach der Formel (1,97 — a): 2,8. Ist kein Zucker 
oder reduzierender Stoff vorhanden, so muB also a = 1,97 gefunden 
werden, was in der Tat zutrifft. 

Um Raum zu ersparen, werden wir die Versuchsresultate in einer 
Tabelle zusammenfassen, welche ohne weitere Erklarung deutlich sein 
wird. 

Aus diesen Versuchen geht hervor?): 

1. Dab keine der angewandten Galaktoselésungen, deren Kon- 
zentrationen sich offenbar bewegen zwischen 0,05 und 0,25%%, vollstandig 
von den Nieren zuriickgehalten wird. 

2. DaB in allen Fallen die Retention im Mittel die Hialfte betragt, 
ungeachtet also, ob es sich um eine schwache oder um eine stirkere 
Galaktoselésung handelt. 

In beiden Punkten also weicht die Galaktose von der Glucose ab. 
Wurde ja, was den ersten Punkt betrifft, bei der Glucose eine voll- 
stindige Retention gefunden, wenn die Lésung 0,05—0,08°% betrug 
und darunter; bei der Galaktose ist von einer vollstandigen Retention 
nicht die Rede. 

Und was den zweiten Punkt anbelangt, so wurde bei der Glucose 
beobachtet, da bei Steigerung der Konzentration von 0,05—0,08°% 
die Toleranz stets geringer wurde, so daB von einer Glucoselésung von 
0,25°% nahezu nichts mehr zuriickgehalten wurde; bei der Galaktose 
bleibt die Toleranz bei Steigerung der Zuckerkonzentration nahezu un- 
verandert. Es fangt die prozentische Retention etwas abzunehmen an, 
wenn die Konzentration 0,25°% betriigt. Versuche mit héheren Kon- 
zentrationen waren nicht ausfiihrbar, weil dann die Harnabscheidung 
zu gering ist. 

Wir verfiigen noch iiber einige iltere Versuche, die aber nach der 
friiheren Bangschen Methode (1916) angestellt worden sind, und von 
denen ein Teil veréffentlicht wurde*). Man findet sie in der folgenden 
Tabelle. Diese mit der alteren Bangschen Methode erhaltenen Resultate 
zeigen nicht dieselbe GleichmaBigkeit wie die von Tabelle I. Es ist 
aber deutlich, daB sie in derselben Richtung liegen. 


1) Es wird dem Leser vielleicht auffallen, daB das Verhaltnis zwischen der 
Konzentration der Durchstrémungsfliissigkeit an Galaktose und der entsprechen- 
den Reduktion der Durchstrémungsfliissigkeiten nicht immer dasselbe ist. Das 
riihrt daher, daB, wie bekannt, die Thiosulfatlésung nicht konstant ist. Auf die 
Berechnung der Retention hat das aber keinen EinfluB, da die Reduktion des 
kiinstlichen Harns und der Durchstrémungsfliissigkeit immer zu gleicher Zeit 
ermittelt wurde. Die Zahlen von Spalte 5 sind also zuverlassig. 

2) Proceedings Koninkl. Akad. v. Wetensch. 21, Nr. 4. 1918. 











Dat 


Vers 


1. X 
16.VJ 
17.V] 
10.V1 

Se 


3.VI 








olgt 


ose - 
oker 
den 


iner 
sein 


on- 
dig 


igt, 
cere 


1] - 
rug 
‘ion 


ose 

0/ 
8 /0 
von 


ose 


an, 
on- 


Ing 


der 
ron 
len 
ate 
ist 


der 
en- 
Das 
die 
des 
eit 














stereoisomere Zucker, mit besonderer Beriicksichtigung von Galactose. 197 


Tabelle II. 
Das Verhalten der Nieren gegeniiber Galaktose. 














ie Dae a wer Urin acti a IV . 
| -| er Urin zeigt eine . ori a 
Datum ! 3 | Strémungs- Pan eon tl Reduktion von Retention (II—II) aig ae eon 
_ des |e | fliissigkeit | fliissigkeit, ausge- Prozent Glucose Mittelwert fiir die 
Versuchs || & | enthalt an | arickt in Prozent at _ | beiden Nieren (be- 
| ee | Glucose ——— ee — — rechnet aus II ul). 
1.X.18 'A; 006 | 0,045 0,03 0,02 0,015 0,025 46 
|B! 0,025 = 0,03 0,02 0,015 44 
16. VILL. 18 | 0,1 0,07 0,045 (0),04 0,025 0,03 39 
17.VUII. 18 | 0,1 0,055 0,0325 | 0,0325 | 0,0225 0,0225 41 
10. VUE. 18 0,1 0,055 0,0325 | 0,0325 | 0,0225 | 0,0225 41 
Sept. | Al 0,1 0,0825 0,049 | 0,050 | 0,033 | 0.0325 40 
B | 0,078 | 0,0825 | 0,038 2 46 
C | 0,0663 | 0,0675 | 0,0162 0,015 19 
A 0,1 0,0725 0,05 0,0525 | 0,0225 0,02 30 
B 0,045 0,048 | 0,0275 | 0,0245 36 
C 0,047 = 0,045 0,0250 | 0,0275 40 
23.VIIL.18) A 0,15 | 0,0975 0,07 0,07 0.0275 | 0.0275 29 
B | 0.0525 0,05 0,045 | 0,0475 41 





Auch aus dieser Tabelle ergibt sich, daB in allen Versuchen ein Teil 
der Galaktose retiniert wird und daB der retinierte Teil die kleine Halfte 
betrigt. Damit ist die auf 8.194 genannte erste Erklirungsméglichkeit 
hinfallig geworden und sind wir wohl genétigt, per exclusionem 
die zweite als richtig anzuerkennen, die nimlich, welche 
darauf beruht, daB in wisseriger Lésung die Galaktose in 
zwei Modifikationen vorkommt. 


3. Die Galaktoselésung enthilt zwei Formen von Galaktose, die sich den 
Nieren gegeniiber verschieden verhalten. 

Bekanntlich zeigen sehr viele Zucker Multirotation oder Mutarotation, 
d.h. einige Zeit nach Anfertigung der wisserigen Lésung besitzen sie 
eine andere, gewdhnlich eine geringere spezifische Drehung als un- 
mittelbar nach der Auflésung. Man hat dafiir verschiedene Erklirungen 
gegeben, auf die wir hier nicht eingehen werden. Man ist aber dariiber 
einig geworden, daB unter dem EinfluB des Lésungsmittels der Zucker 
verschiedene Formen annimmt, welche miteinander im Gleichgewicht 
sind. Dieser Gedanke fuBt in erster Linie auf den Untersuchungen 
von Tanret!), der aus einer Lisung, z. B. von d-Galaktose, 
drei Zuckerarten von verschiedenem Drehungsvermégen abscheiden 
konnte, und die er dann mit «, / und y bezeichnete: 4-Galaktose mit 
einem spezifischen Drehungsvermégen von -}- 135°, eine £-Modifikation 
mit [%]p = +81° und eine y-Modifikation von [4], = -+-53°. Wir 





1) Tanret, Bull. de la soc. chim. 3, 15, 195. 1896. 
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werden jedoch, um Verwirrung vorzubeugen, diese y-Form mit / be- 
zeichnen miissen. 

Nun muB ich hier gleich auf eine Verwirrungin der Literatur 
hinweisen. 


In vielen wissenschaftlichen Arbeiten und Lehrbiichern heiBt es, daB die 
\-Modifikation, d. h. die Form, in der die d-Galaktose durch die Behandlung des 
Milchzuckers mit verdiinnter Schwefelsiure erhalten wird, nach Auflésung in 
Wasser allmahlich in die f-Form iibergeht, denn — so sagt man — die Fliissig- 
keit, welche anfangs eine Drehung von 135° besaB, bekommt endlich eine bleibende 
Rotation von 81°; diese entspricht der f-Modifikation. Man fiigt hinzu, daB es 
sich hier um eine Gleichgewichtsreaktion handelt. Letzteres ist aber nicht méglich, 
wenn /, wie man annimmt, ein einheitlicher Stoff ist. Es gibt Autoren, die das 
auch zu fiihlen scheinen und sich deshalb auch so ausdriicken: die a-Form geht 
in die f-Form iiber; diese hat eine Rotation von 81°1). Von einem Gleichgewicht 
wird bei dieser Vorstellung nicht gesprochen; das ist jedenfalls konsequent. In- 
dessen hat Tanret noch eine y-Form abscheiden kénnen mit einer Rotation 
von 53°. Auch diese zeigt aber nach Auflésung in Wasser mit der Zeit eine Drehung 
von 81°. Liegt es nun nicht auf der Hand, sich vorzustellen, daB bei Auflésung 
von der gewoéhnlichen d-Galaktose ein Gleichgewicht sich bildet zwischen der 
x-Form und der y-Form, wodurch die Drehung einen Mittelwert zwischen 135 
und 53°, d. h. von etwa 81° bekommt? Ich halte es dafiir, daB es jetzt Autoren 
gibt, die so dariiber denken [Rou x?) u. a.]. Leider aber bezeichnen sie die »-Mo- 
difikation von Tanret mit # und geben also diesen Zuckern einen anderen Namen, 
als Tanret es tat. Die 8-Form von Tanret ist als ein Gemisch von a und » 
zu betrachten, von dem die- Zusammensetzung von Temperatur, Konzentration 
und Lésungsmittel abhingt, wie wir das von Gleichgewichtsreaktionen im all- 
gemeinen wissen. Tanret hat das nicht erkannt und halt mit Unrecht seine 
f- Modifikation fiir cinen selbstindigen Zucker, ohne das aber weiter zu 
motivieren. 

Es ist verstandlich, da die Autoren, die stillschweigend dieser Auffassung 
von nur zwei Formen, die miteinander im Gleichgewicht sind, gehuldigt haben, 
die zweite Form f# genannt haben und nicht y; es ist aber entschieden unrichtig 
und irrefiihrend, fiir diese Modifikation eine Drehung von 81° statt von 53° an- 
zugeben. 

Was hier fiir die d-Galaktose angefiihrt wurde, gilt auch fiir Glucose. Tanret 
unterscheidet drei Formen von d-Glucose, eine a-Form mit [4] = 106°, eine p-Form 
mit [a]p = 53°, und eine y»-Form mit [a]p = 19°. Sowohl die a- wie die 
y-Form zeigen nach Auflésung in Wasser schlieBlich eine Rotation von 53°. 
Tanrets f-Form muB als ein Gleichgewicht von a und / angesehen werden. 
In Abweichung von Tanrets Nomenklatur spricht man von zwei Formen a und 
fp, von denen f die »-Form von Tanret ist. Dementsprechend sagt Holleman 
in seinem bekannten Lehrbuch der organischen Chemie*), daB y eine Rotation 
von 53° besitzt und wohl als ein Gemisch von a (106°) und f (190°) betrachntet 
werden mub. 

') So heiBt es z. B. bei Landolt - B6rnstein, Tabellen 4e, Auflage 1912: 


bei d-Galaktose, Anfangsdrehung nach 7 Minuten als a-Modifikation 117,5°. 


Enddrehung nach 7 Stunden als #-Modifikation 80,27°. 

2) E. Roux, Ann. chim. phys. (7) 30, 422. 1903. 

3) Holleman, Leerboek der Organische Chemie, 5e Nederl. Ausgabe, 1912, 
S. 300. 
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Wir glauben, es sei empfehlenswert, die Unterscheidung von & und / 
anzunehmen, also / zu nennen, was Tanret mit y bezeichnet hat. Sonst 
entsteht eine noch gréBere Verwirrung. Hat ja Emil Fischer gefunden 
und gleichzeitig mit ihm auch Irvine mit Fite und Hogg, dab es 
zwei Formen von Glucose und Glykosiden gibt, eine Butylenform und 


eine Athylenform. Letztere neu entdeckte wurde mit y bezeichnet, und 


so unterscheidet man dann 


H—C— OH OH—C—H H—C—OH OH—C—H 

H-—-C OH H—C- OH H—C—O H—C—O 

OH-—C—H OH—C—H OH—C— H OH—C—H 
H—C O H—C O H—C—OH H—C— OH 

| 
H-—-C—OH H—C—OH H—C— OH H—C—OH 
| | | 

CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH 
x-d-Glucose p-d-Glucose (x) y-d-Glucose (2) y-d-Glucose 
Beide Butylenoxydformen. Beide Aethylenoxydformen, 


Sie entfirben im Gegensatz mit den 
Butylenformen verdiinntes KMnO, und 
Methylenblau. 


Man ersieht, dai y-Glucose jetzt etwas ganz anderes bedeutet als 
Tanret damit bezeichnet hat. Der y-Zucker hat eine %- und eine 
B-Modifikation. 


Um nun die partielle Retention der durch die Nieren gefiihrten 
Galaktoselésung zu erkliren, nehmen wir an, daf blob die eine 
der beiden 4- und f-Modifikationen durch die Glomerulus- 
membran retiniert, die andere durchgelassen wird. Von den 
y-Formen wird hier nicht mehr die Rede sein. Wie aus den Tabellen | 
und II hervorgeht, wird von nicht zu groBen Konzentrationen die 
groBere Halfte retiniert. 

Nun ist es bei niherer Betrachtung unserer obigen Ausfiihrungen 
mdéglich, in einfacher Weise die relativen Mengen von 4- und /-Galaktose 
zu berechnen, 

Nennt man in einer d-Galaktoselésung, in der das Gleichgewicht 
zwischen 4 und / erreicht ist. x die Menge von & (Drehung +- 135°), so 
ist (1 — x) die Menge von / (Drehung von 53°). So muB, da die Drehung 
des Gemisches 81° betrigt, die folgende Gleichung gelten: 

1352+ 53 (l—2)= 81. 


& O34 
l—z = 0,66. 


Also ist das Verhaltnis zwischen den Mengen der 4- und /-Form 
34 : 66. 
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Diese Zahlen beanspruchen keine groBe Genauigkeit, denn zunachst 
findet man bei anderen Autoren fiir die spezifische Drehung der «- 
Modifikation nicht 135° sondern 117°. Ist diese Zahl die richtige, so 
bekommt man fiir das Verhiltnis zwischen den beiden Modifikationen 
44 : 56. Weiter hat man zu bedenken, daB die Konzentration und die 
Temperatur der Galaktoselésung auch nicht ohne EinfluB auf das 
Gleichgewicht sind. Im allgemeinen kann man aber wohl sagen, dal 
die gréBere Halfte der /-Form angehdért. 

Ein ahnliches Verhiltnis laBt sich auch aus den von E. Roux!) 
angestellten Versuchen iiber die Umwandlungsgeschwindigkeiten der 
a- und /-Form ableiten. 

Es ist nun ganz merkwiirdig, daB auch in unseren Durch- 
str6émungsversuchen ungefahr die Halfte der Galaktose 
zurickgehalten wird. Es ist dieser Parallelismus als eine Stiitze 
fiir unsere Hypothese zu betrachten. Ob es die «- oder /-Form ist, die 
retiniert wird, kann ich mit Bestimmtheit nicht sagen. Das wiirde der 
Fall sein, erstens wenn die Rotationsbestimmungen bei so schwachen 
Konzentrationen angestellt gewesen waren, wie wir diese gebraucht 
haben, d. h. bei physiologischen Konzentrationen (0,05 —0,15%): 
auch liBt, wie aus der Literatur hervorgeht, die Ubereinstimmung der 
Rotationswerte bei ungefaihr gleich starken Héhen (6—18%) zu wiin- 
schen tibrig. Andererseits darf man folgendes nicht vergessen. Die 
Harnmengen, welche bei den Froschversuchen zur Untersuchung ge- 
langten (bloB 0,10 ccm) sind zu klein, um geringe Unterschiede in der 
prozentischen Retention mit gentigender Genauigkeit festzustellen. 
Nehmen wir ein ganz willkiirliches Beispiel : 

In Tabelle I wurde bei der Durchstrémung mit 0,15°, Galaktose zur Erzielung 
der Endreaktion gebraucht: 

fiir Harn Frosch A: r. Niere 1,83 ccm Thiosulfat 
Seba. dle 

<M ‘s ae, ¢ See's 
eo ee. 


Aus diesen Zahlen laBt sich ein Retentionsvermégen von resp. 55°, 49% und 
55%, 46% berechnen. Also wurde ein Fehler von.0,02 cem Thiosulfat einen Fehler 
im Reduktionsvermégen von 55— 49 = 6% herbeifiihren. 

Um schirfere Resultate fiir die Erkennung des Einflusses maBiger Differenzen 
in der Konzentration der Galaktoselésungen zu bekommen, wird man bei gréBeren 
Tieren, die also mehr Harn liefern, arbeiten miissen, also bei Nieren von Warm- 
bliitern. Dazu braucht man aber ein Zimmer, das auf Kérpertemperatur gebracht 
werden kann. Bis jetzt haben wir diese Untersuchungen noch nicht angestellt. 


Man bekommt den Eindruck, da die «-Modifikation der Galaktose 
von der Glomerulusmembran zuriickgehalten wird, die /-Modifikation 





1) E. Roux, Ann. chim. phys. [7], 30, 422. 1903. 
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durchgelassen. Es werden noch viele und genaue Versuche iiber den 
Verlauf der Multirotation der d-Galaktoselésung nétig sein um die oben- 
genannten zahlenmaBigen Verhialtnisse zwischen 4- und /-Modifikation 
festzustellen. 

Auch werden noch viele Durchstr6mungsversuche ausgefiihrt werden 
miissen, um die prozentische Retention genauer festzustellen als dies 
bei kleinen Tieren, wie beim Frosch, méglich ist. Wir beabsichtigen 
dann auch mit Nieren von Warmbliitern zu arbeiten. Im groBen ganzen 
sind die Resultate der Durchstr6mungsversuche mit den Berechnungen 
im Einklang. 

Indessen haben wir noch ein anderes Mittel erprobt, um ausfindig 
zu machen, ob es die “-Modifikation ist, die retiniert wird, oder die 
P-Modifikation. Die Galaktosiden zeigen keine Mutarotation, d.h. sie 
gehen bei Auflésung im Wasser nicht ineinander tiber. Man kann somit 
untersuchen, ob z. B. a-Methylgalaktosid die Glomerulusmembran 
passiert oder umgekehrt das /-Methylgalaktosid. Man braucht nicht 
zu fiirchten, daB sie in der Durchstrémungsfliissigkeit ineinander iiber- 
gehen. Sie bleiben darin unverindert. Die betreffenden Untersuchungen 
sind im Gange. 

Bei oberflachlicher Betrachtung kénnte man die Bemerkung machen, dab, 
wenn eine der beiden Modifikationen der Galaktose aus der Niere entfernt ist, 
aus der anderen zuriickgebliebenen sich wieder etwas von der ersteren Modifikation 
bilden werde, und in dieser Weise schlieBlich alle Galaktose die Niere verlassen 
mu. Man bedenke aber zunichst, daB sich in den vorliegenden Durchstrémungs- 
versuchen aus der Durchstrémungsfliissigkeit nur eine relativ geringe Harnmenge 
bidet und also nur sehr wenig Galaktose entfernt wird. 

Ferner bedenke man, daB nicht, wie im normalen Kérper, dieselbe Durch- 
strémungsfliissigkeit zirkulieren bleibt. Hier kehrt die aus der Vena renalis flie- 
Bende Lésung nicht mehr in die A. renalis zuriick. 

Aber was mag dann wohl die Ursache sein, dai im normalen Organismus cet 
Harn nicht immer Galaktose enthalt, d. h. diejenige Modifikation, fiir die nach 
unserer Vorstellung, die Niere permeabel ist. Ist es vielleicht gerade diese Form, 
welche vom Zentralnervensystem zum Aufbau der Cerebrosiden gebraucht wird % 
Ist das wirklich der Fall, so wiirde die Modifikation, fiir die die Niere nicht per- 
meabel ist, fortwahrend die fiir die Cerebroside erforderliche Form liefern kiénnen. 
Diese Vorstellung wird noch durch weitere Experimente gepriift werden miissen. 


4. Die partielle Retention von 1-Xylose. 
Der Gedanke an die soeben gegebene Erklirung der partiellen Re- 


tention von Galaktoselésungen war bei uns entstanden als beobachtet 
wurde, daB auch Xyloselésungen eine partielle Retention erfuhren. 
Denn in seiner mehr genannten Arbeit hatte Tanret nachgewiesen. 
daB auBer Galaktose auch Xylose Multirotation zeigt, und also beice 
Zuckerarten in zwei Modifikationen vorkommen. 

Es wurden nun ahnliche Versuche wie fiir Galaktose fiir die d-Xylose 
angestellt. Wir lassen eine Tabelle folgen, welche die Versuche enthalt. 








Nr ate 
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Tabelle IIL. 
Toleranz der Nieren fiir d-Xylose. 
I Il It V 
Selaiies ™ Die Durech- Reduktion der | Der Harn zeigt eine IV Prozentische Reten- 
ros : stromungs- — Durchstrémungs- Reduktion von | Reten- tion von d-Xylose 
Versuch £  fliissigkeit ent- | fliissigkeit, ausge- Prozent Glucose tion Mittelwert fiir dic 
ersuchs 4  hiiltand-Xylose driickt in Prozent [ ‘ | (IL u. IMN)) beiden Nieren (be- 
9 Glucose emaguent.. | ane Maker rechnet aus IL u.1\ 
» Niere Niere , 
1.VII.19) A. 0,06 0,059 0,0357 | 0,0357 | 0,0233 39 
B. 0,06 0,059 0,0393 | 0,0393 | 0,0197 33 
7.VII.19) A. 0,1 0,107 0,075 0,068 | 0.035 33 
B. 0,1 0,107 0,0721 0,075 | 0,033 31 
8.VII.19> A. O15 0,168 0,125 0,125 | 0,043 25 
B. O15 0,168 0,1321 | 0,1469 | 0,028 19 
10.VII.19 A. 0,2 0,2 jr. + L=) 0,171*)} 0,029 15 
B. 0,2 0.2 r+ 1. O,185 | 0,015 S 
4. X. 18], A. 0,1**) 0,125 0,11 0,10 0,020 16 
B. 0,1 0,125 0,095 0,1025 | 0,0987 21 
20. XI. 18) A. 0,1**) 0,105 0,075 0,03 28 
B. 0,1 0,105 0,075 0,08 0,028 24 








*) In dieser Versuchsreihe war der aus der einzelnen Niere abgesonderte 
Harn weniger als 0,1 ccm. Darum wurde die Flissigkeit aus rechter und linker 
Niere zusammengefiigt. Im allgemeinen wurde auch bei den héheren Glucose- 
konzentrationen eine langsame Harnabscheidung beobachtet. 

**) Die zwei letzteren mit **) versehenen Versuchsreihen sind mit der 
ilteren Bangschen Methode (1916) ausgefiihrt worden. 

Aus dieser Tabelle erhellt, daB die d-Xylose in keiner Konzentration 
vollstandig zuriickgehalten wird. Stets geht der gréBte Teil durch 
die Glomerulusmembran, und zwar ein gréBerer Prozentgehalt als dies 
bei der Galaktose der Fall ist. 

Im Mittel wird von der d-Xylose, angewandt in Konzentrationen, 
bei denen die Abscheidung des kiinstlichen Harnes nicht leidet, m. a. W. 
die Toleranz nicht tibertroffen wird, ein Drittel zuriickgehalten. Sind 
nun auch in der Xyloselésung die beiden Formen vorhanden im Ver- 
haltnis 1: 2¢ Leider kénnen wir eine Antwort auf diese Frage nicht 
geben, da die Rotation der «- und /-Modifikation nicht genau bekannt 
ist. Sonst wire das Verhiltnis von « und / zu berechnen gewesen in 
derselben Weise, wie das bei der Galaktose getan wurde und dann 
hiitten wir feststellen kénnen, welche Form durchgeht und welche nicht. 
DaB die Modifikationen von Xylose nicht so genau bekannt sind wie 
von Galaktose und Glucose, ist jedenfalls dem zuzuschreiben, daB die 
Umwandlungsgeschwindigkeiten bei den Pentosen so viel groéBer sind 
als von den Hexosen. Das gilt nicht nur fiir die wisserigen Lésungen 
wie E. Roux!) fand, sondern auch fiir die Lésungen in Ringer- 
fliissigkeit, wie wir selbst fanden. Gerade diese Lésungen hatten 
selbstverstandlich hier ein besonderes Interesse. 


1) E. Roux, le. 
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Die Ringerfliissigkeit war natiirlich wieder die modifizierte (Hamburger - 
Brinkman). Sowohl von %-Galaktose wie von d-Xylose wurden 2 proz. Lésun- 
gen angefertigt. Gebraucht wurde der groBe Polarimeter von Schmidt und 
Haensch. 

Galaktose. Temperatur 17— 18°. 
8. VII. Auflésung 105 20’. 
108 30° Drehung 3,5° nach rechts 


10 40° u 3,0° 
11h - 2,9 6 
11 40’ ss a 
& Viz; 8 3 2,85° 


Innerhalb 1 Stunde ist also die Drehung um 0,65° zuriickgegangen, um dann 
einen konstanten Wert zu erreichen. 
d-Xylose. Temperatur 17—18°. 
11. VII. Lésung angefertigt um 9" 15’. 
9h 20’ Drehung 2,1° nach rechts 


gb 30’ 53 126° 5: - 
gh 40° a 0,90° ,, RS 
Qh 55’ 2 O.81° .. Pe 
10h 20’ Ps 0,69° ,, a 
10% 40’ Se 0,65° ,, ™ 
112 40’ a 0,65° ,, is 
3h o 0,65° ,, 

5h 0,65° ,, he 
12. VIE. 8 ,, 0.65° , x 


Auch hier ist die Drehung nach ungefihr | Stunde konstant geworden. Det 
Betrag der Abnahme ist aber viel gréBer als bei Galaktose, und zwar 1.45°. 


Zusammenfassung. 

In einer friiheren Arbeit wurde nachgewiesen, daB bei Anwendung 
einer physiologischen Durchstrémungsfliissigkeit von geeigneter Zu- 
sammensetzung (die Hamburger-Brinkmansche Modifikation der 
Ringerfliissigkeit), Glucose von der Niere (wie weiter festgestellt wurde. 
von der Glomerulusmembran) zuriickgehalten wird. Es erhob sich nun 
die Frage, was der Grund dieser allerdings zweckmabigen Erscheinung 
sein mag, wo doch andere Krystalloide, wie Salze, die Glomerulus- 
membran passieren. Man kénnte an die GréBe des Molekiils denken. 
aber es zeigt sich, das Lactose, welche ein gr6Beres Molekiil re prisentiert 
als Glucose durchgeht. und daB sogar von Raffinose die ein noch 
gréBeres Molekulargewicht besitzt (C,.H,,0,,) keine Spur zurtick- 
gehalten wird. 

Es blieb dann nichts anderes iibrig als anzunehmen, dal die che- 
mische Struktur der Glucose verantwortlich zu machen sei. In der Tat 
stellte sich heraus, daB die mit ihr isomere Fructose und Mannose 
vollstandig, Galaktose im bedeutenden Grade durchgelassen wird 

Die vorliegende Arbeit enthalt eine Fortsetzung dieser Unter- 
suchungen in zwei Richtungen. In erster Linie wurde erforscht. ob di 


i 
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Retention der Glucose einer bestimmten Atomgruppe zuzuschreiben 
war. Zu diesem Zweck wurde an der Hand der Hypothese, 


’ 


’ it? ; : , 
daB die Gruppe ” ] . die Retention bewirke, eine Reihe 
C-< 


von stereoisomeren Hexosen untersucht. Diejenigen Hexo- 
C—OH 

OH—C_H 

Glomerulusmembran passieren. 

War die Hypothese richtig, so sollten die Pentosen sich nach dem- 
selben Prinzip in zwei Gruppen anordnen lassen, eine, welche retiniert, 
und die andere, welche durchgelassen wurde. So erforderte die Hypo- 
these Retention von (1) d-Glucose, (2) l-Mannose, (3) d-Galaktose, 
(4) 1-Arabinose, (5) 1-Xylose, (6) d-Ribose. 

In der Tat wurde auch d-Galaktose (3), 1-Xylose (5) und d- Ribose (6) 
retiniert, jedoch nur teilweise, wihrend 1-Mannose (2) und |- Arabinose (4) 
vollstindig durchgelassen wurden. 

Keine Retention war zu erwarten von (7) 1-Glucose, (8) d-Mannose, 
(9) d-Glucosamin, (10) d-Arabinose, (11) d-Xylose. 

In der Tat wurden alle diese Substanzen durchgelassen, nur wurde 
die d-Xylose retiniert, aber bloB teilweise. 

Es wire erwiinscht gewesen, die Hypothese auch noch fiir andere 
Zucker zu priifen. Es standen uns jedoch nicht mehr stereoisomere 


sen, welche die Gruppe besitzen, sollten dann die 


Hexosen und Pentosen (und keine Tetrosen) zur Verfiigung. 


Vorliufig darf man aber die Hypothese nicht als richtig 
annehmen. 

Eine Atomgruppe anzuweisen, welche fiir die Retention 
verantwortlich zu machen sei, ist uns bis jetzt nicht ge- 
lungen. 

Andere Hypothesen, welche auf etwaige Unterschiede in Ober- 
flachenspannung oder Viscositaét der verschiedenen Zucker beruhten, 
muBten auf Grund negativer Versuchsresultate aufgegeben werden 
(S. 190). Auch wurde der Gedanke an Adsorption von Zuckern an der 
Nierensubstanz (O. Cohnheim) ausfihrlich experimentell gepriift 
(S. 191 ff.), aber vergeblich. Von Adsorption von Traubenzucker an den 
Nieren war nicht die Rede. 


Die zweite Richtung, in der die Permeabilitat von Zuckern naher 
untersucht wurde, betrifft das Problem der partiellen Retention. 

Es hatte sich namentlich, wie gesagt, herausgestellt, daB, im Gegen- 
satz zu Glucose, z. B. Galaktose nur teilweise retiniert wurde. 
Zwei Erklarungen schienen méglich. Zunachst daB die Konzentration, 
in der die Galaktose gebraucht war, die Toleranz der Nieren fiir dieselbe 
iibertraf; war ja friiher von uns nachgewiesen, da von einer gewissen 
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Konzentration an die Glucose teilweise durchgelassen wurde, und zwar 
in um so starkeren Grade, je nachdem die Konzentration stieg. Eine 
0,3 proz. Glucoselésung trat vollstiindig durch. Wir fanden aber, dab. 
Le welche Galaktosekonzentrationen wir auch benutzten, die Substanz 
im Gegensatz zu d-Glucose, niemals vollstaindig retiniert wurde. Immer 
wurde ein Teil zuriickgehalten und was merkwiirdig war, ein be- 
ie stimmter prozentischer Teil, ca. die Hilfte. So schien keine 
andere als die zweite Erklirung die richtige, nimlich da in 
der Galaktoselésung zwei Substanzen sich vorfinden, eine 
fiir die die Glomerulusmembran permeabel ist, und eine 


. andere, fiir die sie es nicht ist. Diese Vorstellung findet mehr als 
" eine Stiitze. Zunichst hat sich aus Untersuchungen von Tanret u. a. 
herausgestellt, daB in Galaktoselésungen der betreffende Stoff in zwei 
6) Modifikationen vorkommt, in einer &- und in einer /-Form (man vygl. 
1) iiber die Nomenklatur 8. 198ff.). Diese konnten jedoch nicht gesondert 
auf ihre Permeabilitat untersucht werden, weil sie in wiasseriger Lésung 

nach einiger Zeit miteinander ein Gleichgewicht bilden. 

Eine weitere Stiitze fiir die zweite Erkliarung bildet die Tatsache, 
“ daB8 das Verhialtnis zwischen dem retinierten und dem nicht retinierten 

Teil der Galaktose ungefiihr dasselbe ist wie das Verhiltnis zwischen 

i den in der Durchstrémungsfliissigkeit vorhandenen Mengen der beiden 
~ Modifikationen (vgl. S. 200). 

Weiter steht mit unserer Vorstellung im Einklang das Verhalten der 

2 Nieren gegeniiber |-Xylose, welche ebenso wie die d-Galaktose teilweise 

zuriickgehalten wird und welche ebenfalls in zwei Modifikationen in der 

” Auflésung vorhanden ist, in einer &- und in einer /-Form. Immer wird 
; etwa 30% von der Xylose aus der Lésung zuriickgehalten. 

' Schreiben wir die Formel von «- und /-Galaktose und von «- und 
" f-Xylose nebeneinander, so fallt es auf, wie gering der Strukturunter- 
" schied ist, welche tiber die Retention entscheidet. Es handelt sich 
. nur um den Unterschied in der gegenseitigen Stellung von 
>: H und OH am asymmetrischen C-Atom. Eine schéne Illustration 
rt der Lehre von der Stereoisomerie von physiologischer Seite ! 

& H—C—OH  OH—C—H H-C—OH  OH—C—H 
H--C—OH H—C -OH H-—C- OH H—C OH 

f OH-C—-H 0 OH—-C-HO OH-C-HO OH—-C-HO 

\ C—H CH H—C H—C 

+4 H—C—OH H—C_OH CH.OH CHLOH 

1, 

2 CH,OH CH,OH 

n a-d-Galaktose p-d-Galaktose x-l-Xylose p-1-Xylose 





i ieee 
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Weitere Untersuchungen, mit denen wir beschaftigt sind, und die 
insbesondere zum Gegenstand haben die Vertretung der a- und $-Galak- 
tosen und Xylosen durch die entsprechenden nicht-mutarotierenden 
Galaktoside und Xyloside, werden vielleicht lehren, welche der beiden 
Formen, die a- oder die £-Form, retiniert wird. Man wird dann wissen, 
welche Atomgruppe tiber die Retention entscheidet, die H—C—OH- 
oder die OH—C—H-Gruppe. Denn nur dadurch unterscheiden sich 
nach den Untersuchungen von Boeseken, von Bourg uelot u. a., die 
beiden Modifikationen. 


Noch eine Frage: wenn die partielle Retention von Galaktose an das 
Vorkommen von zwei Modifikationen gebunden ist, weshalb zeigt dann 
die d-Glucose, welche ja auch in zwei Modifikationen vorhanden ist, 
nicht ebenfalls partielle Retention? Die Ursache ist, wie wir es in 
einem folgenden Aufsatz nachweisen werden, da von Glucose die 
beiden Modifikationen zuriickgehalten werden, wahrend von den 
Zuckern wie z. B. von Arabinose, von denen nichts retiniert wird, das 
mit keiner der beiden Modifikationen der Fall ist. 

So hat uns denn das Studium der partiellen Retention gelehrt, den 


multirotation-zeigenden Zucker nicht mehr als einen aus biologischem 
Gesichtspunkt einheitlichen Stoff zu betrachten. 








n 
i, 
h F pe ite . a be diate ’ 
" Die Verinderlichkeit der Permeabilitét mit besonderer Be- 
rucksichtigung der stereoisomeren Zucker. 
Ein Versuch zur Deutung dieser Verianderlichkeit. 
» 
n Von 
, H. J. Hamburger. 
n 
n (Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Groningen.) 
n (Eingegangen am 21. November 1921.) 
Ss 
Mit 1 Abbildung im Text. 
n 
‘ Nachdem vor ungefaihr 30 Jahren das Problem der Permeabilitat 


tierischer Zellen von mir auf die Tagesordnung gestellt worden war’) 
wurde bald nachher nachgewiesen, daB die Permeabilitat fiir eine und 
dieselbe Zellenart nicht konstanter Natur, sondern von dem_ physio- 
logischen Zustand abhangig ist?), und daB auch umgekehrt die Anderung 
der Permeabilitat einen bedeutenden EinfluB auf Lebensprozesse aus- 
iiben kann. Diese Untersuchungen tiber die Verianderlichkeit der Per- 
meabilitit befaBten sich zunichst mit der Durchgingigkeit der roten 
und weiBen Blutkérperchen unter dem Einflu8 von Spuren Kohlensiure 
und anderen Siiuren und von Alkali). Es stellte sich dabei u. a. heraus, 
daB, wenn man Blut mit einer sehr geringen Menge CO, beschickt, und 
zwar mit einer Menge, die sich noch bewegt innerhalb physiologi- 
scher Grenzen, ein Austausch stattfindet zwischen Bestandteilen von 
Blutkérperchen und Blutfliissigkeit. Wurde die CO, vertrieben, so 
kehrte die friihere Verteilung wieder vollkommen zuriick; die Er- 
scheinung erwies sich also als reversibel, und es wurde also gefolgert, 
daB die Tatsache fiir das Leben Bedeutung haben sollte. Wenn ja das 
Blut durch die Capillaren strémt, so wirkt CO, darauf ein: in den Lungen 
wird diese wieder vertrieben. 





1) H. J. Hamburger, Zeitschr. f. Biol. 1889, S. 414. 

2) H. J. Hamburger, EinfluB der Atmung auf die Permeabilitat der roten 
Blutkérperchen. Zeitschr. f. Biol. 28, 405. 1892; Hollandisch: Kon. Akad. vy. 
Wetenschappen (3), 9, 197. 1891. 

3) H. J. Hamburger, Arch. f. Anat. u. Physiol. 1891, 8. 31. 
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Welche waren dann die Veranderungen, die von der CO, in der 
Verteilung von Blutbestandteilen zwischen Blutkérperchen und Blut- 
fliissigkeit herbeigefiihrt wurden? Insbesondere wurde die Aufmerk- 
samkeit gelenkt auf den Ubergang von Chlor in die Blutzellen, auf die 
Steigerung der Alkalizitat der Blutfliissigkeit — ich meine des Gehaltes 
an diffusibelem Alkali!) und auf eine bedeutende Quellung der Blut- 
zellen auf Kosten des Serums, wodurch auch die Konzentrationen von 
KiweiB und anderen Stoffen im Serum eine Zunahme erleiden. Bei 
jedem Atmungsakt finden also rhythmische Verinderungen statt als 
Folge der Anderung in der Permeabilitat der Blutkérperchen. Die 
Verhaltnisse waren auch bei Vergleichung des normalen arteriellen und 
des entsprechenden vendsen Blutes sehr deutlich und dementsprechend 
waren sie bei venéser Stauung stirker ausgesprochen. 

Die betreffenden Untersuchungen sind nachher oftmals bestatigt 
und benutzt worden; so z. B. von Koranyi?) fiir die Diagnose und 
Therapie von Herzkrankheiten, von Hymans van den Bergh bei 
seinen Studien tiber Bouchards Angaben tiber die Giftigkeit des 
Harnes*) usw. Auch in den letzten Zeiten wurden sie von amerikanischer 
und britischer Seite benutzt bei den Arbeiten tiber den EinfluB giftiger 
Gase. 

Spiter stellte sich heraus, daB nicht nur bei den Blutkérperchen 
eine reversible Quellung (Austausch von Bestandteilen) unter dem Ein- 
fluB von CO, zu beobachten war, sondern auch bei anderen Zellen, wie 
Spermatozoen, Oesophagusepithel, Leberzellen, Nierenepithelia usw. ; 
auch zeigte es sich, daB die Niere als solche quillt, wenn man dem durch- 
strémenden Blute eine Spur Saiure hinzusetzt und schrumpft, wenn man 
eine Spur Alkali hinzufiigt*), ein Befund, welcher spater von De moor) 
bestitigt wurde. In allen diesen Fallen handelte es sich also um das 
Bestehen einer veranderlichen Permeabilitat. 


1) Es sei hier hervorgehoben, da8 in der Literatur irrtiimlich der groBe Phy- 
siologe Zuntz angewiesen zu werden pflegt, als derjenige, der diesen Austausch 
fiir das erste Mal nachgewiesen hat. Wahrheit ist, daB Zuntz das Blut mit CO, 
saittigte und den Alkaligehalt des Serums gesteigert fand. Von einem Ubergang 
von Chlor oder Wasser hat er nicht gesprochen; auch wies er nicht nach, daB der 
ProzeB umkehrbar war. Unser beider Ausgangspunkt war dann auch grundver- 
schieden; der meinige bestand darin, daB ich systematisch untersuchen wollte, 
weshalb die Blutkérperchen des Jugularisblutes des Pferdes in einer 0,62 proz. 
NaCl-Léisung Farbstoff abzugeben anfingen, und die des Carotisblutes in einer 
0,61proz. NaCl-Lésung. 

2) v. Koranyi, Zeitschr. f. klin. Med. 33, 1. 1897; 34, 1. 1898. 

’) A. A. Hymans van den Bergh, de giftigheid der urine en de leer der 
auto-intoxicatie. Diss. Leiden 1896. 

4) H. J. Hamburger, Festschr. f. Prof. 8S. Talma, 1901; Osmotischer Druck 
und Ionenlehre 3, 53. 1904. 

5) Demoor, Bull. de l’acad. roy. de med. de Belgique Nr. 12, S. 857. 1906. 
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In den letzten Jahren sind in dem hiesigen Institut eine Reihe von 
Untersuchungen ausgefiihrt worden, die sich mit dem reversiblen Ein- 
fluB der Konzentration der freien Ca-lonen auf die vitale Permeabilitat 
befaBt haben. 

Ausgangspunkt dieser Untersuchungen war die Frage, weshalb der 
Harn normaler Menschen ganz oder nahezu frei von Zucker gefunden 
wird. Es stellte sich nun heraus, daB das Glomerulusepithelium das 
Vermégen besitzt, den Blutzucker zuriickzuhalten, falls die Glucose 
enthaltende kiinstliche Durchstrémungsfliissigkeit nicht ist die ge- 
brauchliche Ringerfliissigkeit : NaCl 0,6%, NaHCO, 0,02°,, KCL 0,0L°,, 
CaCl, - 6aq. 0,0075°,, sondern eine modifizierte Fliissigkeit von der 
folgenden Zusammensetzung : NaCl 0,5°,, NaHCO, 0,285°,, CaCl, - 6 aq. 
0,04°,, KCl 0,01°,. Die CaCl,-Menge darf etwas gréBer sein, denn 
unabhangig von der Quantitat dieses Salzes bleibt der Gehalt der freien 
Ca-lonen — und gerade auf diese freien Ca-Ionen kommt es an 
automatisch unverandert. Die [Ca™] ist durch die folgende Formel von 
Rona und Takahashi!) fixiert?): 


[H’] 


[Ca |= Ke Co” 


wo K = 350. 


Wie ersichtlich, wird also die [Ca”}] durch den Sauregrad und durch 
den Prozentgehalt an NaHCO, bestimmt. Im normalen Serum ist die 
{H’|] nahezu konstant; in der kiinstlichen Durchstrémungsfliissigkeit 
kann man sie ebenfalls konstant halten durch Beschickung mit ein 
wenig CO, oder mit einer Spur HCl. Die Kontrolle dieses Zusatzes 
erfolgt durch Hinzufiigung von ein wenig Neutralrot, und zwar dadurch, 
daB man so viel CO, oder verdiinnter HCl gebraucht, daB eine Farbe er- 
halten wird, welche iibereinstimmt mit dem Gemisch von zwei Phosphat- 
lésungen [Sérensen]*), namlich licem einer KH,PO,-Lésung, die 
9,078 g pro Liter enthaélt und 85 ccm einer Na,HPO, - 2 aq.-Lésung, 
die 11,876 g pro Liter enthalt. 

Wie gesagt, ist das Glomerulusepithelium das mit der genannten 
modifizierten Ringerlésung in Beriihrung sich befindet, fiir Glucose 
nicht durchgingig*). 

1) Rona und Takahashi, diese Zeitschr. 49, 370. 

2) Vgl. Hamburger und Brinkman, diese Zeitschr. 88, 97. 1918; auch 
Brinkman, diese Zeitschr. 95, 101. 1919. 

3) Sérensen, diese Zeitschr. 21, 131. 1909;s. a.inC. Neuberg, Der Harn IL., 
8. 1396. 1911. 

4) Wenn namlich der Glucosegehalt den normalen nicht weit iiberschreitet 
m. a. w. die Toleranz der Niere fiir Glucose nicht iibertrifft. V¢l. Hamburger 
und Brinkman, diese Zeitschr. 94, 131. 1919. 
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Wie kann man sich nun von dem EinfluB der Ca-Ionen- 
konzentration eine Vorstellung bilden? Im Jahre 1913 hat 
Bancroft!) die Beobachtung gemacht, daB ein Gemisch von Ol und 
Wasser zwei Emulsionsformen geben kann; die eine besteht aus Ol- 
tropfen, suspendiert in einer wisserigen Phase, so wie man das im 
Rahm findet; die andere Form besteht aus Wassertropfen, suspendiert 
in einer Olphase. Es ist das Verdienst von Clowes?), die Emulsion von 
der ersten Sorte, d.h. von Ol in Wasser, umgewandelt zu haben in die 
der zweiten Sorte, nimlich von Wasser in Ol, und zwar einfach dadurch. 
daB die erste mit ein wenig CaCl, geschiittelt wurde. Das Umgekehrte 
erfolgte durch Schiitteln mit ein wenig NaOH. Es ist klar, daB, wenn 
man dies auf das Zellenprotoplasma iibertrigt, zwei Permeabilitiats- 
zustiande geschaffen werden kénnen. Das folgende Bild schematisiert 
die Erscheinung. 


Konzentration 
Phaseumkehrung von Ca”-Ionen 
Olkiigelechen in Wasser Ca™ = 0,08% 


O1 in Wasserporen Ca” = 0,0075% 
oO 











MIN! 


DALE CLS 


Wve wv 


Wasser OI 


Wasser in Olporen Ca” = 0,005% 







Wasserkiigelchen in OI 





Modifiziertes Schema von Clowes 
Umwandlung einer Emulsion von Wasser in (1 (schwarz) in eine Emulsion von 01 in Wasser 
durch Zusatz von ein wenig Ca‘-lonen. 


Fangen wir an der Untenseite an. Das Schwarze stellt die Olphase 
vor; was wei ist, die Wasserige. Man sieht, daB Wassertrépfchen sus- 
pendiert sind in Ol. Es sind keine Ca-Ionen in der Emulsion vorhanden 
Geht man nach oben, wo 0,005°,, Ca-Ionen hinzugefiigt worden sind, so 
haben die Wassertrépfchen die Kugelform verloren, aber liegen doch 
noch in einer kontinuen Olphase. Es leuchtet ein, daB, wenn eine Mem- 
bran eine solche Struktur besitzt, sie fiir wasserlésliche Stoffe im- 
permeabel ist, ebenso wie.das im unteren Teil des Bildes vorgestellt 
worden ist, wo Ca” = O. 





1) Bancroft, Journ. of physic. Chem. 17, 501. 
2) Clowes, Journ. of physic. Chem. 20, 407, 
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Bei Hinzufiigung von mehr Ca”, z. B. 0,0075°,, andert sich die 
Sache. Dann begegnen wir Oltrépfchen (schwarz) in einer durch- 
laufenden wiasserigen Phase; in diesem Zustande ist die Membran fiir 
Wasser permeabel. 

Man wird sich nicht dariiber wundern, daB die Gestalt der wasserigen 
Poren bei verschiedenem Ca’-Gehalt nicht dieselbe sein wird. Es hangt 
diese Gestalt von der Oberflachenspannung zwischen Ol und Wasser ab, 
und diese Oberflichenspannung wird durch die Quantitaé? der freien 
[Ca”] beherrscht. Aus der Abbildung ersieht man, daB die wisserigen 
Poren einer Membran mit z. B. einer [Ca”] = 0,0075°, anders sein wer- 
den, als wenn die [Ca”] = 0,01% betragt. 

Bei dieser Vorstellung leuchtet es ein, daB es von der Form der 
wasserigen Poren abhingt, ob eine Membran fiir Glucose permeabel 
sein wird oder nicht. Die Calciumionenkonzentration ja bedingt die 
Gestalt und die GréBe der Beriihrungsoberfliche der beiden Phasen und 
damit die Gestalt der wiisserigen Poren. 

Es wird das in schéner Weise illustriert durch die wichtigen Unter- 
suchungen von Neuschlosz!'). Dieser Forscher fand, daB die GréBe 
der Oberflachenspannung zwischen Kochsalzlésung und Lecithin in 
empfindlichem Mabe beeinfluBt wird von dem Zusatz von geringen 
Mengen Ca-lonen. Dabei ist es interessant, daB die Erniedrigung der 
Oberflichenspannung am bedeutendsten ist bei einem bestimmten Ca” - 
Gehalt; Abnahme dieses Gehaltes hat denselben EinfluB8 auf die Ober- 
flichenspannung wie Zunahme. So ist auch bei der Niere®) die Durch- 
strémungsfliissigkeit, die eine Ca”-Ionenkonzentration enthalt von 9 mg 
pro Liter, die physiologische, d.h. diejenige, welche das Glomerulus- 
epithel fiir die normale Glucosekonzentration impermeabel macht. Ist 
[Ca] kleiner oder gréBer, so geht Zucker durch. 

Ks sind im hiesigen Laboratorium mehrere Untersuchungen in dieser 
Richtung ausgefiihrt worden, die dasselbe Resultat ergeben haben. 
Man findet es bei dem EinfluB von [Ca”| auf die Himolyse*), bei dem 
tinflu8 von Vagusreizung auf die Magenbewegung*) und die Magen- 
sekretion®), bei den automatischen Bewegungen des Rectums, dessen 
BlutgefaBe durchstrémt werden®), bei dem Hervorrufen von spastischen 
“rscheinungen in den Muskeln’?) und bei der Bildung von Gallen- 


1) Neuschlosz, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 181, 17. 1920, 

*) Hamburger und Brinkman, diese Zeitschr. 88, 98. 1918. 

3) R. Brinkman, diese Zeitschr. 95, 101. 1919. 

‘) Brinkman und van Dam, Kon. Akad. v. Wetenschappen, Meeting 
of 18. XIT. 1920. 

5) Brinkman und van Dam, noch nicht erschienen. 

6) Brinkman und van Creveld, noch nicht erschienen. 

7) P. van Paassen, Nederlandsch Tijdschr. v. Geneesk. 65, 1162. 1921. 
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konkrementen'). Bei den Nerveneinfliissen auf Muskelbewegungen diirfte 
es sich wohl um die Permeabilitat der ,, Neuromuscular junction“ handeln. 
In allen diesen Fallen handelt es sich um Erscheinungen, bei denen die 
|Ca”] die Fiihrung hat und bei denen eine Abnahme sowohl wie eine 
Zunahme schiadlich wirken. Immer ist diese schidliche Wirkung wieder 
riickgiingig zu machen durch Zuriickbringen der Ca” -Ilonenkonzentration 
auf die normale. 


Es wird dem Leser nicht entgangen sein, daB in der Abbildung ein 
horizontaler Streifen gezogen worden ist. Was unter diesem Streifen 
liegt, stellt die ultramikroskopische Struktur von Membranen dar, die 
impermeabel sind fiir Wasser und also fiir wisserige Lésungen. In der 
Tat gibt es solche Membranen; so z. B. bleiben Blutkérperchen, die 
mit Kobragift behandelt worden sind, resistent gegeniiber hypotonischen 
Lésungen; ja man findet selbst diese Erscheinung nicht selten bei 
einem Teil der normalen Blutkérperchen. Es geschieht namlich nicht 
selten, daB, wenn man zu normalem Blute eine grobe Wassermenge 
hinzusetzt und dann zentrifugiert, einige noch farbstoffhaltende Blut- 
kérperchen im Sediment zuriickbleiben. Weiter hat R.S. Lillie?) ge- 
funden, daB Seeigeleier fiir Wasser impermeabel sind, aber diese Lm- 
permeabilitét verlieren, wenn ein wenig Ca-Ionen hinzugefiigt werden. 

Was oberhalb des Streifens liegt, stellt den Zustand der meisten 
physiologischen Membranen vor: sie sind fiir Wasser und wiasserige 
Lésungen durchgiingig. Aber nicht jeder geléste Stoff wird durchge- 
lassen, es hiingt dies von der augenblicklichen Gestalt der (weiBen) 
Poren ab. 

Diese Auffassung ist in schéner Ubereinstimmung mit verschiedenen 
Tatsachen, die wir iiber die stereoisomeren Zucker gefunden haben*) 
Die Veranlassung zum Arbeiten mit diesen Zuckern war die Frage, 
weshalb die krystalloide Glucose durch das Glomerulusepithel zuriick- 
gehalten wird, wihrend andere Krystalloide wie NaCl, Phosphate usw. 
durehgehen. Anfianglich meinten wir, daB vielleicht die Grobe der 
Glucosemolekiils dafiir verantwortlich zu machen sei. Es stellte sich 
jedoch heraus, daB von dem doppelt so groBen Molekiil Lactose keine 
Spur reteniert wurde, selbst auch nicht von dem dreifach so groben 
Molekiil Raffinose [C,,H3g0,,]?). War dann vielleicht die Gestalt des 
Glucosemolekiils maBgebend? In der Tat stellte sich heraus, daB die 
isomere Lavulose das Epithel passierte, selbst auch die mit dem d-Glucose 








1) Bolt und Heeres, Nederlandsch Tijdschr. v. Geneesk. 65, 2075. 1921; 
erscheint bald auch in Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 

2) R. 8S. Lillie, Americ. Journ. of physiol. 10, 419. 1904; 17, 89. 1906; 21, 
200. 1908; 24, 459. 1909; 27, 289. 1911. 

3) H. J. Hamburger, diese Zeitschr. 128, 185. 1922. 
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stereoisomeren Zucker wie z. B. |-Glucose!). Von diesem wurde keine 
Spur retiniert. Andere Zucker aber wurden teilweise durchgelassen, 
z. B. Galaktose. Nun ist eine Membran fiir eine Substanz permeabel 
oder nicht; einen Mittelweg kann man sich nicht vorstellen, wenn 
naimlich diese Substanz einheitlicher Natur ist, also nicht etwa ein 
Gemisch. Nun ist es bekannt, daB multirotierende Zucker wie z. B. 
Galaktose, in zwei Modifikationen vorkommen, in einer 4- und in einer 
P-Form, die bloB in der Stellung des H und OH am asymmetrischen 
C-Atom verschieden sind. Wir kénnen uns nun vorstellen, dab dieser 
geringe Unterschied in der Gestalt der beiden Molekiile die 
Ursache ist, daB die eine Modifikation wohl, die ander nicht die 
ultramikroskopischen Poren der Membran passieren. Da® nun wirklich 
eine Trennung wie durch ein Sieb méglich ist, hat sich herausgestellt 
bei unseren Versuchen iiber Gemische von Glucose und Livulose. Wir 
fanden, daB die beiden Zucker wie durch ein Filter voneinander ge- 
trennt wurden: Livulose wurde quantitativ durchgelassen, Glucose 
quantitativ zuriickgehalten. Genau dasselbe wurde gefunden bei einem 
Gemisch von Glucose und Milchzucker: der Milchzucker passiert quan- 
titativ, die Glucose wurde quantitativ retiniert. Fiigen wir noch hinzu, 
daB mit dem multirotierenden |-Xylose gleiche Resultate gefunden 
wurden wie bei der 4- und /-Galaktose: die eine Modifikation wurde 
retiniert, die andere nicht. 


x 


Soeben sprachen wir tiber den EinfluB des Gehaltes an Ca-Ionen 
auf die Permeabilitat. Auch organische Stoffe kénnen die Per- 
meabilitét in reversibler Weise beeinflussen. So wurde gefunden, dal 
die Glomerulusmembran durch einen Glucosegehalt, der nur relatiy 
wenig tiber den normalen Gehalt der Blutfliissigkeit hinausgeht [Tole- 
ranz?)], fiir diesen Zucker permeabel wird, aber diese Permeabilitat 
wieder verliert, wenn der Glucosegehalt abnimmt. 

Bereits anscheinend schwache Einfliisse kénnen die Permeabilitit 
auch von roten Blutkérperchen fiir Glucose andern. So wurde im 
hiesigen Institut nachgewiesen, daB bereits im ersten Anfang det 
Blutgerinnung die Blutkérperchen fiir Glucose permeabel werden*). 

Auch blutfremde Stoffe wie Phoridzin kénnen die Permeabilitit 
der Glomerulusmembran in reversibler Weise aindern. Versetzt man die 
Durchstrémungsfliissigkeit mit bloB 0.0004°, Phloridzin, so wird die 





1) H. J. Hamburger, Proceedings s. t. Kon. Akad. v. Wetenschappen, 
22, Nr. 4, S. 351 u. 360. 1919. 

*) Hamburger und Brinkman, diese Zeitschr. 94, 131. 1919. 

3) Brinkman und van Dam, Arch. Internat. d. Physiol. 15, 105. 1919. 
van Creveld und Brinkman, diese Zeitschr. 119, 65. 1921. 
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Membran fiir Glucose durchgingig!). Es zeigte sich nun, daB diese 
Permeabilitat vollkommen riickgingig gemacht werden konnte. Auch 
fiir Galaktose konnte die Glomerulusmembran durch dieselbe Quantitat 
Phloridzin permeabel gemacht werden, und auch diese Permeabilitats- 
ainderung zeigte sich reversibel. 

Es unterliegt wohl keinem Zweifel, daB in der Blutbahn eine Anzahl 
von Substanzen, z. B. Produkte interner Sekretion, zirkulieren, welche 
die Permeabilitét von Zellen beeinflussen. Ob auch hier Gestaltsande- 
rungen der ultramikroskopischen Poren der Zellenoberflaiche anzuneh- 
men sind, muB durch kiinftige Untersuchungen entschieden werden. 


1) Brinkman, Quarterley Journ. of exp. Physiol. 12, 2. 1919. 
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Die Beeinflussung der Mutarotation der Dextrose in alkalischer 
Lésung dureh Chlornatrium. 


Von 
Hans Mursechhauser. 
(Aus der akademischen Kinderklinik in Diisseldorf. ) 
(Eingegangen am 20. November 1921.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Aus meinen Versuchen tiber den EinfluB des Natriumcarbonats 
auf den Rotationsriickgang frisch bereiteter Dextroselésungen') geht 
hervor, daB die Dextrose gegen Hydroxylionen ganz auBerordentlich 
empfindlich ist, daB sich aber auch in alkalischer Lésung der Vorgang 
der Mutarotation verfolgen laBt, wenn man geeignete Konzentrationen 
von Natriumearbonat zur Anwendung bringt. Es sei daran erinnert, 
daB die Beschleunigung, die die Mutarotation einer wasserigen Dextrose - 
lésung durch Natriumearbonat erfihrt, proportional mit der Konzen- 
tration des Salzes ansteigt. 

Was die Wirkung des Natriumchlorids betrifft, so haben meine 
Versuche gezeigt, da das Neutralsaiz hemmend auf den Rotations- 
rickgang wisseriger Dextroselésungen einwirkt?). Der hemmende 
Einflu8 des Chlornatriums ist aber ein auBerst geringer. Um den Vor- 
gang gegentiber destilliertem Wasser als Lésungsmittel fiir den Zucker 
um 3,6 Einheiten zu verzégern, bedarf es einer Konzentration von 
4 Molen NaCl zum. Eine dieser Verzégerung analoge Beschleunigung 
um denselben Betrag wird aber, wie sich aus den Ergebnissen der oben 
zitierten Arbeit errechnen laBt, bereits durch ca. ®/5.99-Na,CO,-Lésung 
erzielt. 

Es fragt sich nun, ob die beschleunigende Wirkung des Natrium- 
carbonats durch die hemmende des Natriumchlorids eine den Verhialt- 
nissen in rein wiisseriger Lisung entsprechende Anderung erfahrt, oder 
in welchem anderen Sinne die Mutarotation der Dextrose in Natrium 
carbonatlésung einer bestimmten Konzentration durch wechselnde 


1) Diese Zeitschr. 106, 23. 1920. 
2) Diese Zeitschr. 125, 158. 1921. 
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Mengen Chlornatrium beeintrachtigt wird und schlieBlich, ob zwischen 
der Geschwindigkeitskonstante und der Kochsalzkonzentration ein ge- 
setzmaibiger Zusammenhang besteht. 

Die Frage ist bisher nicht untersucht worden. Denn die Versuche 
H. Treys') tiber die kombinierte Einwirkung von NaCl und NaOH 
auf den Drehungsriickgang der Dextrose gehéren nicht hierher; die 
Drehungsinderungen in diesen Versuchen liegen nicht innerhalb des 
Mutarotationsgebietes, sondern im Bereich der Lobry de Bruyn- 
schen Zuckerumwandlung. Die beiden Reaktionen haben aber auber 
ihrer Ahnlichkeit in den optischen Erscheinungen nichts Gemeinsames. 

Zu den Versuchen, die ich in Gemeinschaft mit W. Mitzenheim 
ausfiihrte, dienten reinste Praparate von Natriumcarbonat und Na- 
triumchlorid ; letzteres war als ein ,,pro analyse bezeichnetes Produkt 
von Kahlbaum bezogen worden und wurde von mir aus seiner kon- 
zentrierten, wisserigen Lésung durch Alkohol gefillt; die Dextrose 
war das in den friiheren Versuchen verwendete reinste, wasserfreie 
Mercksche Praparat. 

Simtliche Lésungen wurden mit einem Wasser bereitet, das durch 
wiederholte Destillation tiber Schwefelsiure und Kaliumpermanganat, 
sowie tiber Baryt gewonnen worden war. Fiir die Herstellung der 
Lésungen gilt im iibrigen dasselbe, was ich in meiner letzten Abhand- 
lung ,,Uber den Einflu8 des Chlornatriums auf die Mutarotation der 
Dextrose in salzsaurer Lésung‘'?) mitgeteilt habe. 

Die den Versuchen zugrunde liegende Natriumcarbonatlésung sollte 
annihernd 1/54, normal sein; variiert sollte nur die Menge des Chlor- 
natriums werden. Bei der Herstellung der Lésungen gingen wir so vor, 
daB wir die jeweilige Menge NaCl mit 100 ccm einer ca. "/j999-NagCO,- 
Lésung versetzten, nach Zusatz von Wasser zur Lésung brachten und 
schlieBlich mit Wasser auf 200,0 ccm ergiinzten. Von derselben ®/;o99- 
Na,CO,-Lésung ausgehend wurde auch die kochsalzfreie "/5599-Na,COs- 
Lésung hergestellt. Die Details tiber die Zusammensetzung der jeweils 
verwendeten Lésungen gehen aus den Versuchsprotokollen hervor. In 
diesen bedeutet ¢ die Anzahl Minuten, die vom Beginn des Lésens bis 
zur jeweiligen Ablesung verstrichen sind, 7’ die Temperatur, die wie 
in den bisherigen Versuchen auf 20,4° gehalten wurde, a den zur Zeit ¢ 
abgelesenen Drehungswinkel bei Verwendung eines Polarisationsrohres 
von 189,4mm Linge; C ist die tiber logb—log(b—2) errechnete Ge- 
schwindigkeitskonstante der Reaktion. 

Als Grundlage fiir die Beurteilung des Einflusses wechselnder Chlor- 
natriummengen auf den Mutarotationsverlauf der Dextrose in soda- 
alkalischer Lésung einer bestimmten Konzentration diente die ca. ®/s999- 


1) Zeitschr. f. physikal. Chem. 22, 424, 1897, 
2) Diese Zeitschr. 126, 40. 1922. 
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Na,CO,-Lésung. Es muBte deshalb zuniichst die Geschwindigkeits- 
konstante fiir diese Lésung bestimmt werden. 

Die Tabellen I und II stellen das Ergebnis dieser Untersuchung 
und somit die Basis fiir die nachfolgenden Versuche dar. 

Die Tabellen III—X inklusive zeigen den EinfluB wechselnder 
Mengen NaCl auf den Drehungsriickgang der Dextrose in der soda- 
alkalischen Lésung, wie er in I und II gefunden wurde. 

Durch die in den Tabellen XI—XIII reproduzierten Versuche sollte 
stichprobenweise ermittelt werden, ob die Mutarotationsgeschwindig- 
keit der Dextrose in ®/j999-Na,CO,-Lésung durch eine bestimmte Menge 
NaCl eine Anderung um denselben Betrag erfihrt, den eine gleiche 
Menge NaCl in der ®/.59,-Sodalésung bewirkt hat. 

Tabelle XI zeigt den Versuch mit "/;o99-Sodalésung ohne NaCl, 
stellt also die Basis dar fiir die Versuche in 

Tabelle XII und XIII, in denen neben ®/,o99-Na,CO, vierfach nor- 
male Mengen NaCl zur Anwendung kamen. 


Tabelle I. 
5 g Dextrose ad 100 com ¢a. "/o999-Na,CO,-Lésung. 
Beieitet aus 100,0 com einer ca. "/s999-Na,CO,-Lésung mit gleichen 
Teilen H,0. 


t x x log b — log (b — x) C 
5! 20,4° 9,00° — — 
10’ 20,4° 7,98° 126,0 25,2 
15’ 20,5° 7,12° 271,0 27,1 
20’ 20,3° 6,55° 403,3 26,9 
25’ 20,4° 6,15° 528,3 26,4 
30’ 20,4° 5,88° 634,0 25,6 
35’ 20,4° 5,68° 744,1 24,8 
40’ 20,4° 5,48° 883,2 25,2 
45’ 20,4° 5,32° 1039,3 26,0 
50’ 20,4° §,22° 1176,1 26,1 
55’ 20,35° 5,15° 1306,4 26,1 
60’ 20,4° 5,10° 1431,4 29,6 
65’ 20,4° 5,05° 1607,5 26,7 
70’ 20,4° 5,02° 1762,4 27,1 
oo 20,4° 4,95° — —_ 


Mitte] 26.3 
Tabelle II. 
"/ 59097 Na,CO, ohne NaCl. 


t T x log b — log (b — x) C 

5’ 20,4° 9,00° — — 
10’ 20,4° 7,90° 135,7 27,1 
15’ 20,4° 7,15° 260,6 26,1 
20’ 20,4° 6,55 ° 395,3 26,3 
25’ 20,4° 6,12° 526,4 26,3 
oO 20,4° 4,90° — 


Mittel 26,4 








ae 
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Tabelle IIL. 
5g Dextrose ad 100 com ®/,599- Na,CO,-Lésung mit 4fach Normal-NaCl. 
Bereitet aus 100,0 com ®/;599-Na,CO, + 46,8 g NaCl; mit H,O ad 
200,0 cem. 
t 


: x log b — log (b — x) C 
8 20,4 10,00 
10’ 20,4 9,40° 54,3 10,8 
15’ 20,4 8,88 107,6 10,7 
20° 20,4° 8,45 157,¢ 10,4 
25 20,3° 8,05° 209,2 10,4 
30’ 20,3° 7,70° 260,4 10,4 
35’ 20,3 7,35° 318,4 10,2 
40’ 20,4° 7,08° 369, 1 10,4 
45’ 20,35 6,85° 417,5 10,4 
50’ 20,4 6,62° 472,0 10,4 
55’ 20,4 6,45° 517,2 10,3 
60’ 20,4° 6,28° 567,7 10,3 
65’ 20,3° 6,15° 610,8 10,2 
70’ 20,4 6,05° 646,9 9,9 
75’ 20,4° 5,95° 686,4 9,8 
80’ 20,4° 5,82° 743,8 9,9 
90’ * 20,45° 5,68° 815,5 9,6 
100’ 20,4° 5,50° 929,4 9,8 
110’ 20,4° 5,38 1026,3 9,8 
120’ 20,4° 5,30° 1105,5 9,6 
130’ 20,45 ° 5,23° 1189,1 9,5 
140’ 20,45 ° 5,18° 1260,4 9,3 
150° 20,4° 5,15° 1309,6 9,0 
160’ 20,4 5,10° 1406,5 9,1 
oo 20,4 4,90 ° - -- 


Mittel 10,01 
Tabelle IV. 
5 g Dextrose ad 100 com einer "/,599-Na,-CO,-Lésung mit 4fach Nor- 
mal-NaCl. 
t 


i x log b — log (b — x) C 

5’ 20,4° 10,00° - — 
10’ 20,35 ° 9,50 ° 44,8 9,0 
15’ 20,45 ° 9,00° 94,8 9,4 
20’ 20,45 ° 8,52° 148,9 9,9 
25’ 20,4 ° 8,10° 202,4 10,1 
30’ 20,35° 7,72° 257,3 10,3 
35’ 20,4° 7,45° 301,0 10,0 
40’ 20,4° 7,20° 345,8 9,9 
45’ 20,45° 6,92° 402,2 10,0 
50’ 20,4° 6,70° 452,3 10,0 
55’ 20,4° 6,50° 503,4 10,0 
60’ 20,3° 6,35° 546,2 9,93 
65’ 20,3° 6,18° 600,4 10,0 
70’ 20,4° 6,05° 646,9 9,95 
75’ 20,4° 5,92° 698,9 10,0 
80’ 20,45° 5,80° 753,3 10,0 
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der Dextrose ir 


ie 
1’ 
110’ 
120° 
130° 
140° 
lw’ 
160° 


n/ 
/ 2000 


5.50 
5,40 
5,30 
5,23 
5,18 
5,15° 
5.10 
4.90 


Tabelle V 


-Na,CO, + 2fach Normal-NaCl. 


929,4 
LOOS.6 
1105.5 
1189,1 
1260,4 
1309.6 
1406.5 


Mittel 9,78 
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Bereitet aus 100,0 com ®/,o9.-Na,CO, + 11,7 g NaCl, mit H,O ad 
200,0 com. 5 g Dextrose ad 100,0 ccm dieser Losung. 
—log(b—zx) C 


t 


~s 


» 

1” 
15’ 
20° 
25’ 
30° 
35’ 
4 
45’ 


, 


~ 


r 
20,4 
20,45 ° 
20,4° 
20,4° 
20,4 
20,4 
20,4 
20,4 
20,4 
20,4 


x log b 
9,65 
8,88 
8,25° 
By 
7,25° 
6,88 
650° 
6,28 
6,12° 
4,9) 


Tabelle VL. 


5 g Dextrose ad 100 ccm einer ®/, 5, 


Normal-NaCl. 


© WO +31 D> 
mu Or or or 
. a, 


105’ 
115’ 


r 
20,4 
20,4° 
20,4 
20,4° 
20,4 
20,4° 
20,4° 
20,35° 
20,4° 
20,4° 
20,4 
20,4° 
20,4° 
20,4 
20,35 ° 
20,4° 
20,45 


x log b 


or cr on 
wmwounns 
Or bh Ct or Gr 
a a a oe 


i 


5,15° 
5,08 ° 
5,02° 
4,90 


76,8 
151,6 
229,5 
305.6 
380,0 
459,2 
536.8 
590.3 


or cr or or or on Gr 
“In tots tw Wwe w 


Pe § 


Mittel 15,1 


-Na,CO,-Lésung mit 2fach 


— log (b 


86,1 
160,9 
244.9 
327,2 
405,3 
480.8 
558,9 
618,7 
750,0 
804,4 
887,0 
998.2 

1135,4 
1271,5 
1424.2 
1600.2 


r) Cc 
17,2 
16,1 
16,3 
16,3 
16,2 
16,0 
16,0 
15,5 
15,0 
14,6 
14,8 
14,3 
14,2 
14,1 
14,2 
14,5 


Mittel 15,4 
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5 g Dextrose ad 100 ccm einer "/s99-Na,CO,-Lésung mit "/,-NaCl. 
Bereitet aus 100,0 com ca. ®/999-NagCO, + 50,0 cem 4fach N-Na-Cl; 
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mit H,O ad 200,0 ccm. 


t 
5’ 
10’ 
15’ 
20’ 
25’ 
30’ 
35’ 
40’ 
45’ 
50’ 
55’ 
60’ 
65’ 
70° 
75’ 
85’ 
90’ 
95’ 
100’ 

oo 


T 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,35° 
20,4° 
20,4° 
20,45° 
20,4? 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,3° 
20,55° 
20,4° 
20,4° 
20,35° 
20,3° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 


mit H,O ad 200,0 cem. 


t 

5’ 
10’ 
15’ 
“4 20’ 
25’ 
30’ 


40 
: 45’ 
60" 
0 60’ 
t 65’ 
70’ 
80/ 
85’ 
90’ 
~~ 


T 
20,4° 
20,45° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,35° 
20,4° 
20,45° 
20,4° 
20,3° 
20,35° 
20,4° 
20,4° 
20,35° 
20,4° 
20,4° 
20,4 


Tabelle VIL. 


i 
9,48° 
8,62° 
7,88° 
71,82° 
6,90° 
6,55° 
6,22° 
6,00° 
5,85° 
5,70° 
5,58° 
5,45° 
5,35° 
5,30° 
§,22° 
5,15° 
5,10° 
5,08° 
5,05° 
4,95° 


a 
9,28° 
8,38° 
7,62° 
7,08° 
6,62° 
6,28° 
6,02° 
5,82° 
5,65° 
5,50° 
5,38° 
5,28° 
§,22° 
5,18° 
5,10° 
5,08° 
5,05 ° 
4,95 ° 


log b — log (6b — x) C 


91,4 
189,2 
281,: 
366, 1 
452,0 
552,3 
634,9 
701,9 
781,0 
856,8 
957,1 

1054,0 
1112,0 
1224,7 
1355,1 
1480,0 
1542,2 
1656,1 


Tabelle VIII. 
5 g Dextrose ad 100 com ®/y99-Na,CO,-Lésung mit "/,-NaCl. 
Bereitet aus 100,0 com ®/,59,-Na,CO, + 25,0 cem 4fach N-NaCl, 


18,3 
18,9 
18,8 
18,3 
18,1 
18,4 
18,2 
17.5 
17,4 
17,1 
17,4 
17,6 
17,1 
17,5 
17,0 
17,4 
17,1 
17,5 


Mittel 17,8 


logb—log(b—z) C 


101,2 
210,0 
308,1 
413,8 
512,6 
607,1 
697,0 
791,4 
896,1 
1003,0 
1118,0 
1205,1 
1274,8 
1460,4 
1522,5 
1636,5 


20,2 
21,0 
20,5 
20,6 
20,5 
20,2 
19,9 
19,8 
19,9 
20,1 
20,3 
20,1 
19,4 
19,5 
19,0 
19,3 


Mittel 20,0 
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5 g Dextrose ad 100 ccm einer ® 


Tabelle IX. 


/ 


/ 2000 


-Na,CO,-Lésung mit "/,,-NaCl, 


Bereitet aus 100,0 com ca. "/,999-Na,CO, + 5,0 cem 4fach N-NaCi, 
mit H,O ad 200,0 cem. 


20,4° 
20,3° 
20,35° 
20,45° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,35° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 


x 
9,20° 
8,20° 
7,38° 
6,80° 
6,40° 
6,08° 
5,80° 
5,62° 
5,48° 
§,35° 
5,28° 
5,20° 
5,10° 
5,03° 
4,95° 


2000 


log b — log (b — zx) 


116,5 
242.8 
361,2 
467,0 
575,3 
699,0 
802,3 
904,1 
1026,3 
1109,9 
1230,4 
1452,3 
1725,3 


Tabelle X. 


5 g Dextrose ad 100 ccm einer "/ 


Mittel 


23,0 


-Na,CO,-Lésung mit "/,, 


NaCl. 


Bereitet aus 100,0 com ca. "/;599-Na,CO, + 0,5 ecm 4fach N-Na, 
mit H,O ad 200,0 cem. 


t 

5’ 
10’ 
15’ 
20’ 
25’ 
30° 
35’ 
40° 
45’ 
50’ 


~~? 


55 
65’ 
70’ 
75’ 


T 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,55° 
20,4° 
20,3° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,35° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 


x 


9,10° 
8,08° 
7,32° 
6,70° 
6,30° 
5,98° 
5,75° 
5,58° 
5,42° 
5,30° 
§,20° 
5,15° 
5,10° 
5,08° 
5,05° 
4,95° 


log b — log (b 


122,5 
243,3 
375,0 
487,7 
605,2 
715,0 
818,7 
945,9 
1074,0 
1220,1 
1317,0 
1442.0 
1504,1 
1618,0 


— x) 


Mittel 


C 


24,5 
24,3 
25,0 
24,4 
24,2 
23,8 
23,4 
23,7 
23,9 
24,4 
24,0 
24,0 
23,1 
23,1 


24,0 
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Tabelle XI. 


. —* nF 
5 g Dextrose ad 100 com ®/; 59 -Na,CO,-Lésung. 


Bereitet aus 100,0 ccm "/;5)-Na,CO, mit gleichen Teilen H,O. 


t T 

5’ 20,4 
10’ 20,4° 
15’ 20,45° 
20’ 20,4° 
25’ 20,4‘ 
30’ 20,4 ' 
35’ 20,4° 
40’ 20,4° 
ao tie 


x 


8,00° 
6,65° 
5,85° 
5,45° 
5,20° 
5,10° 
5,02° 
5,00° 
4,95° 
4,80° 


log b — log (b — zx) 
253,8 
530,1 
785,3 
.1086,4 
1308,2 
1639,2 
1785,3 


C 
50,8 
53,0 
52,3 
54,3 
52,3 
54,6 
51,0 


Nach 3 mal 
24 Stunden 


Mittel 52,6 


5g Dextrose ad 100 com einer ®/,999-Na,CO,-Lésung mit 4fach 


Normal-NaCl. 


Bereitet aus 100 cem ca. "/59)-Na,CO, + 46,8 g NaCl, mit H,O ad 


200,0 cem. 


t T 
5’ 20,4° 
10’ 20,35° 
15’ 20,45 ° 
20’ 20,4° 
25’ 20,4° 
30’ 20,4° 
35’ 20,4° 
40’ 20,3° 
45’ 20,35° 
50’ 20,3° 
55’ 20,4° 
60’ 20,4° 
70’ 20,4° 
80’ 20,4° 
90’ 20,3° 
a 
Nach 3 mal 
24 Stunden 


Tabelle XII. 


x 


9,50° 
8,60° 
7,98 ° 
7,35° 
6,88° 
6,45 ° 
6,15° 
5,92° 
5,72° 
5,55 ° 
5,42° 
5,32° 
5,15° 
5,08° 
5,00° 
4,90° 


4,88 


log b — log (b — x) 

94,6 
174,2 
273,6 
366,1 
472,4 
565,8 
654,2 
748,9 
849,8 
946,8 
1039,5 
1264,8 
1407,5 
1662,8 


C 
18,9 
17,4 
18,2 
18,3 





Mittel 18,7 
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Tabelle XIII. 
5g Dextrose ad 100 cem einer ®/;9,-Na,CO,-Lésung mit 4fach Nor- 
mal-NaCl. 


t T \ log b — (b — x) log Cc 
5’ 20,4 9,45° - 
10’ 20,4° 8,60° 89,8 18,0 
15’ 20,5° 7,85 188,2 18,8 
20’ 20,4° 7,32 274,2 18,3 
25’ 20,45° 6,88 361,3 18,1 
30’ 20,4° 6,52° 448.5 17,9 
35’ 20,4° 6,18° 550.8 18,3 
40’ 20,4° 5,98° 624.6 17,8 
45’ 20,4° 5,78° 713,5 17,8 
50’ 20,4° 5,55° 845,1 18,8 
55’ 20,4° 5,45° 917,6 18,3 
60’ 20,4° 5,35° 1004,8 18,3 
oo 20,4° 4,90° =e — 


Mittel 18,2- 

Wie in der rein soda-alkalischen Lésung folgt der Drehungsriick- 
gang auch in den kombinierten Lésungen von Soda und Kochsalz bis 
zu den héchsten Konzentrationen hinauf gekriimmten Kurven. 
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Abb. 1. Der Mutarotationsverlauf der Dextrose in Lésungen von 
T. Ca. 0/.999-Na,CO, + 4fach N-NaCl. IV. ®/jo90-Na,CO, ohne NaCl. 
IL. ca. n/so90-Na,CO, ohne NaCl. V. destilliertem Wasser. 
ILI. 0/,999-Na,CO, + 4fach N-NaCl. VI. in 4fach N-NaCl. 


. * . . . . . 

Die Ubereinstimmung der innerhalb einer Beobachtungsreihe 
erhaltenen Zahlen fiir die Konstante des Mutarotationsverlaufes weist 
darauf hin, daB der Rotationsriickgang der Dextrose auch in diesen 
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Lésungen dem von Wilhelmy fiir Reaktionen erster Ordnung ge- 
fundenen Gesetz unterworfen ist. 

Ein Vergleich der Mittelwerte der fiir die verschiedenen Lésungen 
gefundenen Konstanten lit ferner erkennen, daB der Geschwindigkeits- 
ablauf der Mutarotation in alkalischer Lésung einer bestimmten Kon- 
zentration durch Chlornatrium um so mehr verlangsamt wird, je mehr 
wir der Lésung von dem neutralen Salze zusetzen; denn die Konstante 
der Reaktion betragt in der Lésung von 


Ca. ®/s999-Na,CO, 


ohne mit 
NaCl —/19 Do n/, n/, 2fach 4f. Normal-NaCl. 
C= 26,3 24,0 23,0 20,0 17,8 15,1) 10,01 
26,4 15,4 9,81 


Um zu ermitteln, ob irgendwelche gesetzmaige Beziehung zwischen 
Kochsalzkonzentration und der Geschwindigkeit des Mutarotationsver- 
laufes besteht, betrachten wir zweckmaBig die Wirkung des Kochsalzes 
auf die Konstante der Reaktion isoliert von der Summe der Wirkungen 
beider Komponenten, indem wir die Differenzen zwischen der Konstante 
in der rein alkalischen Lésung und der mit NaCl kombinierten Lésungen 
aufstellen. Es ergibt sich alsdann, daB die Geschwindigkeitskonstante 
der Reaktion n der ®/y59,-Sodalésung durch einen Zusatz von 
1/500 7 PR 4, 1 2 4 Molen NaCl, also 
0,0585 0,585 2,92 5,85 11,7 23,4% NaCl eine Verminderung um 
2,3 3,3 6,3 8,5 11,2 16,3 Einheiten 
erfahrt. 

Es 1a8t sich unschwer, auch ohne weitere Berechnung, aus diesen 
Zahlen folgern, daB die durch den Zusatz von Chlornatrium zu der ®/s599- 
Na,CO,-Lésung bewirkte Abnahme der Geschwindigkeitskonstante in 
keinem geradlinigen Verhaltnis zur Kochsalzkonzentration steht. In 
der Tat erhalten wir, wenn wir die obigen Zahlen in ein Koordinaten- 
system eintragen, so zwar, daB die Kochsalzkonzentration die Abszisse, 
die Konstanten die Ordinaten bilden, eine gekriimmte Kurve. 

Zu einem gleichsinnigen Ergebnis fiihrt die Berechnung der Quotienten 
aus den Geschwindigkeitskonstanten und der Kochsalzkonzentration. Di- 
vidieren wir dagegen die obigen Zahlen durch die Quadratwurzel aus der 
jeweiligen Kochsalzkonzentration, so erhalten wir folgende Quotienten : 
fiir ™/100 ho M/s af, 2fach 4fach NaCl 
C/VKS 9,4 4,3 3,68 3,5) 3,28 3,39, 
die innerhalb einer Konzentration von 4fach- und ®/,-NaCl gute Uber- 
einstimmung aufweisen, wihrend der Wert fiir "/,, wenig, der fiir ®/,,, 
NaCl weiter von der Norm abweicht. 

Die Ubereinstimmung der 4 letzten Quotienten li8t auf einen 
gesetzmaBigen Zusammenhang zwischen Mutarotationskonstante und 
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Kochsalzkonzentration in dem angegebenen Sinne schlieBen. Fraglich 
bleibt vorlaufig nur, ob sich die GesetzmaBigkeit auch auf die Lésungen 
mit ®/,;, und ®/;5, NaCl ausdehnt. Um dies zu erfahren, miissen wir 
feststellen, ob die vermutlich durch Versuchsfehler bedingte Abweichung 
der beiden ersten Werte innerhalb der Fehlergrenze der Methode liegt. 

Aus den 4 letzten Quotienten ergibt sich eine mittlere Konstante 
von 3,46. Mit Hilfe dieses Wertes berechnen wir, daB die Mutarotations- 
konstante fiir "/,,-NaCl zu 23,67 statt 23,00 und fiir ™/,,.-NaCl zu 25,47 
statt zu 24,00 hatte gefunden werden miissen, damit die GesetzmibBig- 
keit durchweg Geltung behielte. : 

Derartige Differenzen kommen aber in Versuchen mit alkalischen 
Lésungen gelegentlich vor und miissen fiir diese Lésungen als innerhalb 
der Fehlergrenze der Methode liegend angesehen werden. 

Nach diesen Feststellungen diirfte die fiir die héheren Salzkonzen- 
trationen gefundene GesetzmiBigkeit auch fiir die Lésungen mit "/,, 
und ®/15) NaCl gelten. 

Um aber etwa noch bestehende Zweifel zu beseitigen, habe ich die 
auf rein experimenteller Basis ermittelten Mutarotationskonstanten 
und die mit Hilfe des experimentell gefundenen mittleren Quotienten 
3,46 umgerechneten Konstanten (beide als Differenzen zwischen der 
Konstante in reiner "/s599-Na,CO,-Lésung und den Konstanten in ®/s590- 
Sodalésung mit dem jeweiligen Kochsalzzusatz), in ein Millimeterpapier 
eingetragen, um die Analogie des Verlaufes der errechneten (A) und 
experimentell gefundenen (B) Kurve zu demonstrieren. 
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Abb. 2. Die durch den Zusatz steigender Mengen NaC! hervorgerufenen Verminderungen der 
Konstante der Mutarotation von Dextrose in ®/,999-Na,CO,-Lésung. 

A=die mit dem mittleren Quotienten (/) AS —38,46 berechnete Kurve 

B= die auf rein experimenteller Basis erhaltene Kurve. 
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Eine zahlenmiaBige Darstellung dieser Verhiltnisse gibt die folgende kleine 
Tabelle: 
Mio "lo Je "%/; #£2fach 4f. N-NaCl 
C, berechn. m. d. Quotienten 3,46: 0,83 2,6 59 83 11,8 16,7 
C experimentell gefunden: .. . 2,3 30 6,3 8,5 11,2 16,3 


Wir kommen also zu dem SchluB, daB die Mutarotation der 
Dextrose in alkalischer Lésung (ca. "/s99)-Na,CO,) durch stei- 
gende Mengen Chlornatrium Verzégerungen erfihrt, die der 
Quadratwurzel aus der Kochsalzkonzentration der Lésung 
direkt proportional sind. 

Nachdem wir nunmehr die GesetzmaBigkeit zwischen der Geschwin- 
digkeitskonstante der Mutarotation und der Kochsalzkonzentration 
dokumentiert haben, bleibt des weiteren zu besprechen, in welchem 
Verhaltnis die verzégernde Wirkung des Chlornatriums in alkalischer 
(ca. ®/o999-Na,CO;) und neutraler Lésung zueinander stehen. 

Aus den an anderer Stelle’) gemachten Mitteilungen geht hervor, 
daB ein Zusatz von 


4 2 1 1/, Molen NaCl zu der rein wisserigen Dextrose- 
lésung (C == 7,20) die Geschwindigkeitskonstante um 

3,6 ae 0,82 0,4 Einheiten herabdriickt, wihrend in der ®/,o99- 

Na,CO,-Lisung (C = 26,3) durch 

4 2 1 JP Ws 1/19) Mole NaCl Verminderungen 


der Konstante um 
16,4 11,2 8,5 6,3 3,3 2,3. Ejinheiten erzielt werden. 


Es bewirkt demnach das Natriumchlorid in der soda-alkalischen 
Lésung eine wesentlich stiirkere Verminderung der Geschwindigkeits- 
konstante als ein Zusatz gleicher Mengen NaCl zu der neutralen Lésung. 
Die Verzégerung betriigt in "/s999-NagCO,;-Lésung mit 

4 2 1 1/, Molen NaCl das 
4,5 6,6 10,3 15,7fache des Betrages 


in der rein wasserigen Lésung. 

Ich habe des ferneren in einer friiheren Untersuchung den EinfluB 
des Chlornatriums auf die Geschwindigkeit der Mutarotation in saurer 
Lésung (ca. ®/;)-HCl) untersucht (l.c.) und dabei gefunden, daB ein 
Kochsalzzusatz zu der sauren Lésung der Dextrose beschleunigend 
wirkt. Um das gegenseitige Verhiltnis, in dem der Beschleunigungs- 
zuwachs in saurer Lésung zur Starke der Verzégerung in alkalischer 
Lésung durch Chlornatrium steht, zu illustrieren, stelle ich im folgen- 
den die auf das Chlornatrium entfallenden Einheiten der Beschleuni- 
gung in saurer mit den Einheiten der Verzégerung (in alkalischen 
Lésungen) zusammen: 


1) Diese Zeitschr. 125, 158. 1921. 




















der Dextrose in alkalischer Lésung durch Chlornatrium. 297 


Durch Mole NaCl ... 4 2 ] Ws . 
wird in 0,361 proz. HCl eine 

Beschleunigung gegen- 

iiber der salzfreien sauren 

Lésungum...... 169 7,1 3,6 i 
in ®/.999-NagCO, eine Ver- 

zégerung gegeniiber der 

reinen Sodalésung um 16,4 11,2 8,5 6,3 3,3 Ejinheiten erzielt. 


10 


-1 


0,65 Einheiten, 


Die verzégernde Wirkung des Chlornatriums in ®/95--Na,CO,-Lésung 
ist also in Lésungen mit 


4 2 i af! 4/59 Molen NaCl 
1,0 1,5 2A 3,7 5,1 mal so groB 


als die beschleunigende Wirkung analoger Mengen NaCl in 0,361 proz. 
Salzsiiure. 


In den Versuchen der Tabellen XI—XIII inklusive ist der EinfluB 
4fach normaler Mengen Chlornatrium auf die Geschwindigkeit des 
Rotationsriickganges in "/j999-Na,CO,-Lésung untersucht worden, um 
dureh eine Stichprobe einen Einblick in die Verhiltnisse zu gewinnen, 
die ein Wechsel der Hydroxylionenkonzentration der Lésung auf die 
Wirkung des Chlornatriums ausiibt. 

Eine Gegeniiberstellung der zusammengehérigen Zahlex soll diese 
Beziehungen illustrieren : 


2 /eo99- NagCO, 1/1990" NagCO, 
mit 4fach N-NaCl. . C= 9,9 mit 4fach N-NaCl. . C = 18,5 
ohne NaCl ..... CO = 26,4 ohne NaCl ..... C=52,6 
Differenz = 16,5 Differenz = 34,1 


Die Verzégerung, die ein Zusatz einer 4fach normalen Menge NaCl 
zu der ®/s999-NagCO,-Lésung hervorruft, ist demnach annihernd doppelt 
so groB als ein Zusatz gleicher Mengen NaCl zu der ®/.599-Na,CO,-Lésung. 

Schon aus diesem einen Versuch geht mit Deutlichkeit hervor, daB 
die fiir eine bestimmte Hydroxylionenkonzentration ermittelte Ernie- 
drigung der Geschwindigkeitskonstante der Mutarotation der Dextrose 
durch bestimmte Mengen Chlornatrium nicht auf Lésungen anderer 
Hydroxylionenkonzentration iibertragen werden kann, daf also fiir den 
Verzégerungsgrad der Mutarotationsgeschwindigkeit in  alkalischer 
Lésung durch Chlornatrium nicht nur die Menge des letzteren aus- 
schlaggebend ist, sondern auch, und zwar in hohem Mabe, die Hydroxyl- 
ionenkonzentration der Lésung selbst. 

Indem wir das Ergebnis dieser und meiner friiher angestellten Ver- 
suche zusammenfassen, kommen wir zu dem SchluB, daB die Kenntnis 
der Wirkung einer bestimmten Menge Saure oder Base und die gleich- 
zeitige Kenntnis der Sonderwirkung einer bestimmten Menge Chlor- 
natrium auf die Geschwindigkeit der Mutarotation der Dextrose keine 
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Schliisse auf die kombinierte Einwirkung von Saure oder Alkali mit 
dem Neutralsalz zu ziehen gestattet. Wir haben gesehen, daB Salzsiure 
und Natriumcarbonat die Mutarotation der Dextrose beschleunigen 
und daB Chlornatrium in wisseriger Lésung verzégernd wirkt. Ein 
Zusatz von Chlornatrium zu der salzsauren Lésung (0,361°/,HCl) ver- 
mehrt die Beschleunigung und zwar direkt proportional der Salzkon- 
zentration. Ein Zusatz von Chlornatrium zur soda-alkalischen Lésung 
("/oo99) Verzogert die Geschwindigkeit und zwar proportional der Qua- 
dratwurzel aus der NaCl-Konzentration. Wird die Hydroxylionen- 
konzentration der Lésung auf das Doppelte erhdht, so steigt bei 
gleichem Kochsalzzusatz die Verzégerung auf das Doppelte. 














Uber den Einflu8 des Chlornatriums auf die Mutarotation der 
Dextrose in salzsaurer Lésung. 


II. Mitteilung. 


Von 
Hans Mursehhauser. 


(Aus der Akademischen Klinik fiir Kinderheilkunde in Diisseldorf.) 
(Eingegangen am 22. November 1921.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Der erste Teil des vorliegenden Themas, der sich mit dem EinfluB 
steigender Mengen Chlornatrium auf den Rotationsriickgang von 
Dextroselésungen in Salzsiure einer bestimmten Konzentration 
(ca. ®/,9) befaBte, ist bereits in dieser Zeitschrift abgehandelt worden’). 
In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, welche Anderung 
die durch den Zusatz einer bestimmten Menge Chlornatrium zu 
einer ®/,9-HCl enthaltenden Dextroselésung hervorgerufene Steigerung 
der Geschwindigkeitskonstante der Mutarotation bei einem Wechsel 
der Siurekonzentration erfahrt. Im ersteren Falle war die Kon- 
zentration an Salzsiure konstant gehalten, die Salzkonzentration variiert 
worden; die Beantwortung der letzteren Frage verlangt eine Konstanz 
der Kochsalzkonzentration und einen Wechsel der Siiurekonzentration. 

Um einen besseren Einblick in die Verhiltnisse zu gewinnen, die 
durch den Wechsel der Siurekonzentration bedingt werden, erfolgte die 
Untersuchung in zwei Versuchsserien, deren einer eine Kochsalz- 
konzentration von 4, deren anderer eine solche von 2 Molen NaCl zum | 
zugrunde gelegt wurde). 

Fiir die Wahl der Siurekonzentration waren die Ergebnisse meiner 
friiheren Arbeit bestimmend’). 

Sie variierte in der ersten Versuchsreihe zwischen 0,046, 0,089, 
0,181, 0,244, 0,361 und 0,54°%, in der zweiten zwischen 0,046, 0,089, 
0,181 und 0,361%. 

1) Diese Zeitschr. 126, 40. 1921. 


2) Die Bearbeitung erfolgte gemeinschaftlich mit Fr. Stier. 
3) Diese Zeitschr. 104, 214. 1920. 
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Der Gang der Untersuchung ist im ersten Teile beschrieben, so daB 
hier auf eine Wiederholung der Methodik verzichtet werden kann. 
Auch die dort gemachten Angaben tiber die Herstellung der Lésungen 
sind fiir die Bearbeitung des zweiten Teiles maBgebend geblieben; die 
Bereitungsweise der Lésungen geht iibrigens deutlich aus den Proto- 
kollen dieser Arbeit hervor. 

Soll der EinfluB einer bestimmten Menge Chlornatrium auf den 
Drehungsriickgang einer siiurehaltigen Dextroselésung ermittelt werden, 
so ist die Kenntnis des Mutarotationsverlaufes der Dextrose in der 
salzfreien Lésung eine unerliBliche Vorbedingung. Die in den salz- 
freien Lésungen bestimmter Siurekonzentrationen erhaltenen Kon- 
stanten der Mutarotation stellen also die Grundlage fiir die Beurtei- 
lung des Einflusses einer bestimmten Kochsalzmenge auf diese Lésung 
dar. Eine weitere Basis zur Besprechung der Ergebnisse werden 
die Verhaltnisse des Rotationsriickganges der Dextrose in rein wiaisse- 
riger und neutraler Kochsalzlésung bilden. Mit der Wiedergabe dieser 
Versuche leiten wir die Serie der Versuchsprotokolle ein. 

Protokoll I zeigt den Drehungsriickgang einer frisch bereiteten rein 
wiisserigen Dextroselésung. Aus Versuch II geht der EinfluB von 4, 
aus Versuch III der Einflu8 von 2 Molen NaCl (im 1) auf den Drehungs- 
verlauf der wisserigen Lésung hervor. 

Die in den folgenden Protokollen IV—XIX inklusive dargestellten 
Versuche zeigen den EinfluB, den der Zusatz von Saure auf die Muta- 
rotation der wisserigen, bzw. der mit 4 resp. 2 Molen NaCl versetzten 
Dextroselésung ausiibt. Die Anordnung der Protokolle ist so getroffen, 
daB dem Versuch mit der reinen Siurelésung die Versuche mit 4- und 
2fach normalem NaC! folgen. 


Tabelle I. 
5 g Dextrose ad 100 ccm destil. Wasser. 

t 7. « log b— log (b— zx) C 

5’ 20,4° 10,15° _ -- 
10’ 20,4° 9,75° 35,1 7,0 
15’ 20,35° 9,40° 68,4 6,8 
20° 20,4° 9,02° 107,6 7,1 
25’ 20,4° 8,70° 143,6 7,1 
30’ 20,35 ° 8,47° 171,5 6,9 
35’ 20,35 ° 8,20° 206,7 6,9 
40’ 20,3° 7,95° 242,0 6,9 
45’ 20,4° 7,72° 277,2 6,9 
50’ 20,4° 7,50° 313,9 6,9 
55’ 20,35 ° 7,30° 350,1 7,0 
60’ 20,4° 7,15° 379,4 7,1 
70’ 20,4° 6,80° 456,5 7,1 
80° 20,4° 6,50° 535,7 | 


90’ 20,35 ° 6,25° 614,9 7,2 
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t tT x log b — l-g(b — zx) Cc 
100’ 20,35 ° 6,07° 682,4 7,2 
110’ 20,4° 5,90° 757,6 7,2 
120’ 20,35° 5,75° 836,8 7,2 
130’ 20,4° 5,62° 919,4 1,3 
140’ 20,4° 5,50° 1012,8 7,5 
160’ 20,4° 5,30° 1246,9 7,9 
180’ 20,4° §,23° 1369,4 7.8 
200° 20,3° 5,15° 1535,7 7,8 
220’ 20,4° 5,10° 1711,8 7,8 

ox 20,4° 5,00° — 


Mittel 7,2 
Tabelle II. 
4fach N-Natriumchlorid. 
Bereitung der L6 ung: 46,8 g NaCl zu 200 ccm H,O. 5 g Dextrose 
ad 100,0 com dieser Lésung. 


t Hy n log b — log (b— x) C 

5’ 20,4° 10,40° . — 
10’ 20,4° 10,18° 17,9 3,5 
15’ 20,3° 10,00° 33,1 3,3 
20’ 20,4° 9,80° 50,7 3,4 
25’ 20,35° 9,60° 69,0 3,4 
30’ 20,4° 9,40° 88,0 3,5 
35’ 20,4° 9,22° 106,0 3,5 
40’ 20,4° 9,02° 126,8 3,6 
45’ 20,4° 8,85° 145,3 3,6 
50’ 20,4° 8,70° 162,4 3,6 
60’ 20,0° 8,40° 198,6 3,6 
70’ 20,4° 8,10° 238,1 3,6 
80’ 20,4° 7,85° 274,0 3,6 
90’ 20,35° 7,60° 313,1 3,6 
100’ 20,4° 7,35° 356,2 3,6 
110’ 20,4° 7,20° 384,2 3,6 
120’ 20,5° 7,00° 424,7 3,7 
130’ 20,4° 6,80° 469,2 37 
140’ 20,4° 6,65° 506,0 3,7 
O° 20,4° 4,95° ~- — 


oe 


Mittel 3, 
Tabelle III. 
2fach N-Natriumchlorid. 
Bereitungsweise der Lisung: 23,4 g NaCl ad 200,0 H,O. 5g Dex- 
trose ad 100 cem dieser Lésung. 


t T a logb—log(b—ax) C 

5’ 20,4° 10,30° ons — 
10’ 20,4° 10,00° 25,2 5,0 
15’ 20,4° 9,70° 52,0 5,2 
20’ 20,4° 9,40° 80,5 5,3 
25’ 20,4° 9,10° 111,0 5,5 
30’ 20,4° 8,84° 139,3 5,5 
35’ 20,4° 8,62° 164,8 5.5 
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t T a log b — loz (b — a) © 
40)’ 20,4° 8,40° 190,6 5,4 
45’ 20,4° 8,20° 218,0 5,4 
50’ 20,4° 8,00° 245,9 5,4 
55’ 20,4° 7,80° 275,7 5,5 
60’ 20,4° 7,58° 310,9 5,6 
70’ 20,4° 7,28° 364,2 5,6 
80’ 20,35° 7,00° 420,5 5,6 
90’ 20,4° 6,72° 485,4 5,7 

100’ 20,35° 6,50° 544,1 5,7 
110’ 20,45° 6,30° 605,3 5,7 
120’ 20,4° 6,10° 676,7 5,8 
140’ 20,35° 5,82° 801,6 5,9 
160’ 20,4° 5,65 ° 899,8 5,8 
180’ 20,4° 5,48° 1026.9 5,9 
200’ 20,4° 5,35° 1157,7 5,9 
230’ 20,4° §,22° 1345,7 5,9 

oo 20,4° 4,98° = -— 


Mittel 5,5 _ 
Tabelle IV. 
0,046 proz. HCl ohne NaCl. 
Bereitungsweise: 50,0 com 0,184 proz. HCl + 150,0 H,O. 5 g Dex- 
trose ad 100,0 ccm dieser Lésung. 


t T a log b—log(b— x) C 

5’ 20,4° 90° — - 
10’ 20,38° 9,38° 47,7 9,54 
15’ 20,38 ° 8,92° 94,7 9,47 
20° 20,35 ° 8,50° 142,7 9,51 
25’ 20,38 ° 8,12° 191,1 9,55 
30’ 20,4° 7,80° 236,6 9,46 
35’ 20,4° 7,50° 284,0 9,47 
40’ 20,4° 7,25° 327,9 9,38 
45’ 20,4° 7,01° 374,7 9,37 
50’ 20,4° 6,80° 420,2 9,34 
55’ 20,4° 6,60° 468,5 9,37 
60’ 20,4° 6,42° 517,1 9,40 
65/ 20,4° 6,28° 559,1 9,32 
70 20,4° 6,14° 605,5 9,32 
75’ 20,35 ° 6,02° 649,7 9,28 
0 20,4° 4,90° _— — 


Mittel 9,41 _ 
Tabelle V. 
0,046 proz. HCl mit 4fach Normal-NaCl. 
Bereitungsweise: 50,0 com 0,184 proz. HCl + 46,8 g NaCl, mit H,O 
ad 200,0 cem. 5 g Dextrose ad 100,0 com dieser Lésung. 


t T a logb—log(b—-2x) C 
5/ 20,4° 10,08 ° -— -- 
10’ 20,4° 9,60° 41,8 8,36 
15’ 20,3° 9,20° 80,0 8,00 
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T x log b — log (6 — ~) CO 
20,4° 8,85° 116,4 7,76 
20,4 ° 8,50° 156,2 7,81 
20,4° 8.20° 193,5 7,74 
20,4° 7,90° 234,2 7,81 
20,4° 7,65° 271,3 7,76 
20,4° 7,40' 312,0 7,80 
20,4° tok? 353,0 7,84 
20,45 6,98 ° 390,1 7,80 
20,4° 6,80° 428,5 7,80 
20,4° 6,62° 470,5 7,84 
20,4° 6,30° 557,1 7,90 
20,4° 6,08° 628,6 7,85 
20,45° 5,88° 705,7 7,84 
20,4° 5,70° 789,1 7,89 
20,4° 5,55° 873,4 7,90 

20,4° 4,85° — _ 


Tabelle VI. 


. HCl+ 2fach NaCl. 


Mittel 7,86 


Bereitungsweise : 50,0 ccm 0,184 proz. HCl + 23,4 g NaCl, mit H,O 
ad 200,0 cem. 5 g Dextrose ad 100 ccm dieser Liisung. 


t 


xs 


5 

10’ 
15’ 
20’ 
25’ 
30’ 
35’ 
40’ 
45’ 
5 , 
55’ 
60’ 
65’ 
70’ 


© 


t 

5’ 
10’ 
15’ 
20° 
25’ 
30° 


bj 
20,4°) 
20,45° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,4 
20,4° 
20,4° 
20,4° 


T 
20,4° 
20,5° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 


» 
10,00° 
9,50° 
9,02° 
8,62° 
8,25° 
7,90° 
7,60° 
7,36" 
7,10° 
6,88° 
6,70° 
6,50° 
6,38° 
6,22° 
4,88° 


logb—log(b— x) C 


44,6 

92,3 
136,4 
181,6 
229,3 
274,7 
316,6 
362,9 
408,2 
449,2 
499,7 
523,2 
582,2 


Tabelle VII. 


0,0894 proz. HCl ohne NaCl. 
5 g Dextrose ad 100 ccm der Siurelésung. 


x 
9,78° 
9,08° 
8,48° 
8,05° 
7,65° 
7,30° 


8,92 
9,23 
9,10 
9,08 
9,17 
9,16 
9,05 
9,07 
9,08 
8,98 
9,09 
8,89 
8,95 


Mittel 9,06. 


logb—log(b— x) C 


67,2 
134,5 
190,1 
249,1 
308,2 


13,4 
13,4 
12,6 
12,4 
12,3 














t 
i 
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4 t bY a  logb —loo(b — zx) C 
35’ 20,4° 7,02° 362,1 12,0 
40’ 20,4° 6,70° 433,1 12,4 
45’ 20,4° 6,48° 489,8 12,2 
50’ 20,4° 6,30° 542,3 12,0 
55’ 20,35° 6,15° 591,5 11,8 
; 60’ 20,4° 6,00° 647,0 11,8 
; 70’ 20,4° §,72° 774,6 12,0 
80’ 20,4° 5,52° 896,0 12,0 
fi oo 20,4° 4,90° ~- — 
Mittel 12,3 
a 
Tabelle VIII. 
j 0,0894 proz. HCl mit 4fach Normal-NaCl. 
Bereitungsweise : 100,0 ccm 0,1788 proz. HCl + 46,8 g NaCl, mit H,O 
ad 200,0 cem. 5 g Dextrose ad 100 ccm dieser Lésung. 
t r a log b— log (b—ax) C 
5’ 20,4° 9,75° sos 7a 
10’ 20,4° 9,08° 63,9 12,8 
: 15’ 20,45° 8,55° 122,0 12,2 
20’ 20,4° 8,05° 185,0 12,3 
25’ 20,4° 7,65° 243,0 12,1 
30’ 20,4° 7,00° 301,0 12,0 
35’ 20,4° 7,00° 357,8 11,9 
40’ 20,4° 6,70° 423,0 12,1 
45’ 20,4° 6,42° 494,3 12,3 
50’ 20,35° 6,20° 560,0 12,4 
55’ 20,4° 6,00° 629,5 12,6 
60’ 20,4° 5,88° 677,4 12,3 
70’ 20,4° 5,60° 815,1 12,5 
80’ 20,4° 5,42° 934,3 12,4 
ao 20,4° 4,85° oo = 


t 

5’ 
10’ 
15’ 
20’ 
25’ 
30’ 
35’ 





45’ 


pn Rinne, we Fite Sat 


en ae 





T 
20,4° 
20,45 ° 
20,4° 
20,4° 
20,3° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 


Tabelle IX. 


a 
9,85° 
9,20° 
8,62° 
8,10° 
1,10" 
7,38° 
7,05° 
6,75° 
6,52° 


0,0894 proz. HCl mit 2fach Normal-NaCl. 
Bereitungsweise: 100,0 cem 0,1788 proz. HCl] + 23,4 g¢ NaCl, mit H,O 
ad 200,0 cem. 5 g Dextrose ad 100,0 ccm dieser Lésung. 


Mittel 12,3 


logb—log(b—-ax) C 


61,1 
124,1 
189,5 
247,4 
300,2 
362,2 
427,4 
485,1 


12,2 
12,4 
12,6 
12,3 
12,0 
12,1 
12,2 


12,1 











t 
50’ 
60’ 
70’ 
80’ 
90’ 

100’ 
Oo 





T 
20,4° 
20,4° 


BY 
6,32° 
6,00° 
5,70° 
5,48° 
5,32° 
5,22° 


4,90° 


log b — Icg(b — zx) 


542,3 
653,2 
791,5 
931,2 
1071,4 
1189,5 


Tabelle X. 


,0 trose ad 100,0 cem dieser Lésung. 

t i x 

5’ 20,4° 9,45° 
10’ 20,45° 8,62° 
15’ 20,4° 8,00° 
20’ 20,4° 7,45° 
25’ 20,4° 7,00 
30’ 20,35° 6,68 ° 
35’ 20,45 ° 6,38° 
40’ 20,45 ° 6,12° 
45’ 20,4° 5,90° 
50’ 20,4° 5,72° 
60’ 20,4° 5,50° 
70° 20,4° 5,30° 
oo 20,4° 4,90° 


ca. ®/,.-HCl (= 0,181 %) ohne NaCl. 
Bereitungsweise: 100 cem ca. N/19- HCl +- 100,0 cem H,0. 


Mittel 


log b — log (6b — x) 


87,5 
166,6 
251,5 
335,8 
407,6 
487,7 
571,6 
658,0 
744,2 
879,9 

1055,9 


Tabelle XI. 


Mittel 


ca. /,,-HCl (= 0,181 %) mit 4fach Normal-NaCl. 
Bereitungsweise: 100 ccm ca. "/,,-HCl + 46,8 g NaCl, mit H,O ad 


20 t 





ds 
20,4° 
20,45 ° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,35° 
20,4° 
20,4° 
20,5° 
20,4° 


a 
9,38° 
8,40° 
7,68° 
7,08° 
6,62° 
6,22° 
5,98 ° 
5,75° 
5,42° 
4,85° 


200,0 cem. 5 g Dextrose ad 100,0 ccm dieser Lésung. 


log b — log (b — zx) 


105,9 
204,3 
307,8 
408,1 
519,4 
603,0 
701,9 
900,2 


Mittel 20,4 


auf die Mutarotation der Dextrose in salzsaurer Lésune. IT. 


C 
12,1 
11,9 
12,2 
12,4 
12,5 
12,5 


12,2 


Cc 
17,4 
16,7 
16,7 
16,7 
16,3 
16,3 
16,3 
16,4 
16,5 
16,0 
16,2 


16,5 


Cc 


20,0 
20,0 





235 


5g Dex- 
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Tabelle XII. 
ca. ®/99-HCl (= 0,181 %) mit 2fach Normal-Nacl. 
Bereitungsweise: 100,0 ccm ca. ®/,,-HCl +- 23,4 g NaCl, mit H,O ad 
200,0. cem. 5 g Dextrose ad 100,0 cem dieser Lésung. 


t 2 a log b—log(b—a) C 
1} 5’ 20,4° 9,40° — — 
| 10’ 20,45° 8,52° 94,5 18,9 
H 15’ 20,45 7,80° 190,8 19,1 
20’ 20,4° 7,25° 282,1 18,8 
: 25’ 20,4° 6,80° 374,5 18,7 
30’ 20,4° 6,43° 468,5 18,7 
t 35’ 20,4° 6,18° 546,0 18,2 
e 40’ 20,4° 5,92° 644,6 18,4 
i 45’ 20,4° 5,75° 723,8 18,1 
H 55’ 20,4° 5,40° 954,2 19,1 
0 20,4° 4,90° _ — 


Mittel 18,7 
Tabelle XIII. 
ca. ®/,,-HCl (= 0,2442 %) ohne NaCl. 





Bereitungsweise: 66,66 ccm ca. ®/;-HCl mit H,O ad 200,0 ccm auf- 
gefiillt, 5 g Dextrose ad 100 ccm dieser Lésung. 
t T o logb—log(b—ax) C 
5’ 20,4° 9,38° at ~ 
10’ 20,35° 8,50° 95,0 18,9 
: 15’ 20,35° 7,80° 188,9 18,9 
: 20’ 20,30° 723° 285,8 19,0 
4 25’ 20,38° 6,80° 372,5 18,6 
2 30’ 20,4° 6,42° 469,4 18,8 
z 35’ 20,4° 6,15° 554,4 18,5 
a 40’ 20,4° 5,90° 651,3 18,6 
45’ 20,4° 5,70° 748,2 18,7 
50’ 20,4° 5,55° 838,4 18,6 
60’ 20,4° 5,30° 1049,2 19,1 
oo 20,4° 4,90° wine — 


Mittel 18,8 
Tabelle XIV. 


ca, /,;-HCl (= 0,2442 %) mit 4fach Normal- NaCl. 
Bereitungsweise : 66,66 ccm ca. /,-HCl + 46,8 g NaCl, mit H,O ad 
200,0. 5 g Dextrose ad 100 ccm dieser Lésung. 


t T a logb—log(b—ax) C 

5’ 20,4° 9,08° oo . 
10’ 20,4° 7,95° 135,0 27,0 
15’ 20,4° 7,15° 264,6 26,5 
20’ 20,4° 6,50° 408,9 27,3 
25’ 20,35° 6,08° 536,4 26,8 
30’ 20,4° 5,75° 672,1 26,9 
35’ 20,4° 5,50° 813,4 27,1 
40’ 20,4° 5,32° 954,2 27,2 
oo 20,4° 4,85° - =. 


Mittel 27,0 























ud 


Tabelle XV. 


ca. ®/,9-HCl(= 0,361 °%) ohne NaCl. 
Bereitungsweise : 100,0 cem ca. ®/;-HCl +- 100,0 eem H,O. { 


trose ad 100,0 cem dieser Lésung. 


t 


» 
10’ 


if. 70’ 


T 
20,4 
20,4° 
20,45 ' 
20,4 ° 
20,4 
20,4° 
20,45 
20,4° 
20,4° 
20,45 ° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 


x! Y log b—log (b - 


9,10° 
8,05° 
7,30° 
6,75‘ 

6,25° 
5,95° 
5,68° 
5,505 

5,38° 
5,30° 
5,20° 
5,10° 
5,05° 
5,00° 
4,90° 


Tabelle XVI. 


124,9 
243,0 
356, 1 


© 492,9 


602,1 
731,2 
845,1 
942,0 
1021,2 
1146,1 
1322,2 
1447,2 


1623,2 


auf die Mutarotation der Dextrose in salzsaurer Lisung. II. 


r) C€ 


24,9 
24,3 
23,7 
24,6 
24,1 
24,4 
24,2 
23,6 
22,7 
22,9 
24,1 
24,1 
24,9 


Mittel 24,1 


ca, ®/,,-HCl (= 0,361 %) mit 4fach Normal-NaCl. 
Bereitungsweise : 100,0 ccm ca. ®/;-HCl + 46,8 g NaCl, mit H,O ad 
200,0 com. 5 g Dextrose ad 100,0 cem dieser Lésung. 


t 
5’ 
10’ 
15’ 
20’ 
25’ 
30’ 
35’ 
40’ 

Oo} 
ad 





a 


yi 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 


x 
20,4° 
20,4° 
20,45° 
20,4° 
20,25° 
20,3° 


x logb—log(b—ax) C 


8,60° 
7,25° 
6,38° 
§,82° 
5,48° 
§22° 
5,10° 
5,02° 
4,90° 


Tabelle XVII. 
ca. "/,.>-HCl (= 0,361 %) mit 2fach Normal-NaCl. 
Bereitungsweise : 100,0 com ca. ®/;-HCl + 23,4 g NaCl, mit H,O ad 

200,0 com. 5g Dextrose ad 100,0 com dieser Lésung. 


197,1 
397,9 
604,4 
804,8 
1063,0 
1267,2 
1454,2 


39,4 
39,8 
40,3 
40,2 
42,! 
4: 
4 


~ ol 


ort 


9 ¢ 
2, 


Mittel 41,0 


\ logb—log(b—-ax) C 


8,85° 
7,70° 
6,80° 
6 ° 


Oe 


tw 


oor nt 


fe} 


~t 
- 
pi 


149,4 
317,8 
466,3 
618,9 
783,7 


29,9 
31,8 
31,1 
30,9 
31,3 
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aa 


10’ 
15’ 
20 
25’ 
30’ 
35’ 
40’ 


20,2 
20,4 
20,4 
20,4 
20,4 


20,4° 
20,45° 
20,4 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,4 


20,4° 
20,4° 
20,4° 


20,45 ° 


20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 


x 
5,35‘ 
5,20° 
5,12‘ 
5,05 


4,90 


E 
x 
8,50 
7,30 
6,50° 
6,00 
5,65 ° 
5,35° 
5,18° 
5,08 ° 
4,90° 


II. 
8,50° 
7,35° 
6,55° 
6,00° 
5,65° 
5,40° 
5,22° 
5,10 
4,90° 


log b — Ing (b 
943,4 
1119,5 
1254,2 
1420.5 


Tabelle XVIII. 
0,54 proz. HCl ohne NaCl. 
Bereitur gswc ise: 100,0 cem 1,08 % HCl 4 
trose zu 100,0 ecm. 
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xr) C 
31,4 
31,9 
31,3 
31,5 


Mittel 31,2 


100,0 H,O cem. 5 g Dex- 


log b—log(b—ax) C 


176,1 
352,2 
514,9 
681,2 
903,1 
1109,1 
1301,0 


167,1 
338,8 
514,9 
681,2 
857,3 

1051,1 

1301,1 


0,54 proz. HCl mit 4fach Normal-NaCl. 


Bereitungsweise: 100,0 ccm 1,08 proz. HCl + 46,8 NaCl, mit H,O 


35,2 
35,2 
34,3 
34,0 
36,1 
36,9 
37,1 


Mittel 35,5 


33,4 
33,9 
34,3 
34,0 
34,4 
35,0 
37,1 


Mittel 34,6 


Mittel aus beiden Versuchen 35,05 


Tabelle XIX. 


ad 200,0 cem. 5 g Dextrose ad 100,0 com dieser Lésung. 





, 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 
20,4° 


log b—log(b—-ax) C 


312,7 
555,7 
856,8 
1249,6 


Mittel 59,4 
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I. 
+ x logb—log(b—-2x) C 
5’ 20,4 7,82 : - 
10’ 20,55 6,38 292,: 58,4 
5’ 20,4 5,65 581,9 58,2 
20’ 20,4 5,25° 900,1 60,0 
25’ 20,4° 5,05° 1237,9 61,8 
x 20,4 4,88° - 








Mittel 59,6 
Gemeinsames Mittel 59,5 


Stellen wir das Ergebnis der vorstehenden Versuche graphisch dar, 
erhalten wir in allen Fallen Kurven, die je nach der Zusammen- 
setzung der Lésung bald steiler, bald flacher abfallen. Die Mutarotation 
folgt wie in rein sauren, so auch in den mit NaCl kombinierten Lésungen 
durchweg dem Gesetz fiir Reaktionen erster Ordnung; das geht aus 
der Ubereinstimmung der Einzelwerte fiir die Konstanten innerhalb 
eines Versuches mit Deutlichkeit hervor. 

Wir hatten nun im ersten Teile der Arbeit festgestellt, daB ein 
Zusatz von Chlornatrium in Mengen von ®/;99- bis 4,5fach Normal be- 


SC 


~ 


schleunigend auf den Drehungsriickgang einer "/,9-Salzsiiure enthaltenden 
Dextroselésung einwirkt, und ferner, daB diese beschleunigende Wir- 
kung unter sonst gleichen Verhiiltnissen mit der Zunahme der Koch- 
salzkonzentration geradlinig ansteigt. 

Um nun zu erkennen, in welchem Sinne ein Wechsel der Siure- 
konzentration bei konstantem Salzgehalt wirkt, stellen wir das Er- 
gebnis der gegenwartigen Arbeit hier kurz zusammen. 

Die auf experimentellem Wege erhaltenen Konstanten der Muta- 
rotation der Dextrose betragen in Lésungen von 

H,0 bzw. 0,046 0,089 0,181 0,244 0,361 0,54% HCl 


ohne NaCl ...... 7,2 9,41 12,3 165 18,8 24,1 35,05 
mit 4fach N-NaCl ... 3,6 7,86 12,3 20,4 27,0 41,0 59,5 
mit 2fach N-NaCl ... 5,5 9,06 12,2 187 — 31,2 — 


Aus dieser Aufstellung ist ersichtlich, daB das Chlornatrium nur 
dann beschleunigend auf den Mutarotationsverlauf der sauren Dextrose- 
lésung wirkt, wenn die Salzsiurekonzentration mehr als 0,089% be- 
trigt. Unterhalb dieser Konzentration ist EinfluB des Chlor- 
natriums auf die saure ebenso wie auf die rein wiasserige Dextroselésung 


der 


ein verzégernder. 

Deutlicher vielleicht als in Zahlen kénnen diese Beziehungen zum 
Ausdruck gebracht werden, wenn wir die oben angegebenen Kon- 
stanten in ein Koordinatensystem eintragen, so zwar, dal die Saure- 
konzentration die Abszisse, die Konstanten die Ordinaten darstellen. 
Wir erhalten alsdann mit der Siurekonzentration ansteigende Kurven, 
die von der Geraden nur wenig abweichen. In den Abbildungen 1 und 2 
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reprisentiert die Kurve y den Verlauf der Mutarotationskonstante in 
Salzsiure steigender Konzentration. Der Einflu®B von Chlornatrium auf 
den Mutarotationsverlauf in den sauren Lésungen ist durch die Kur- 
ven z, in Abb. 1 und z, in Abb. 2 zum Ausdruck gebracht. z, ist die 
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Wutarotatanskonstante 


‘ cigr Hl? yn 100 ecm Losung 
0 2 4 6 8 0 0 % 6 7% 2 22 2 2 28 3 32 W 36 38 YO 42 WW WB 50 52 54 
Abb. 1. Die Konstanten der Mutarotation der Dextrose a) in Wasser und Lésungen mit 


steigendem Gehalt an Salzsiure = y; b) in kombinierten Lésungen von Wasser und Saure mit 
4fach normalem NaCl = z,; c) z, - y= die Differenz zwischen z, und y. 
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Abb. 2. Die Konstanten der Mutarotation der Dextrose a) in Wasser und Lésungen von Salz- 

siure in steigender Konzentration = y; b) in kombinierten Lésungen von Wasser und Sdure 
mit 2fach normalen Mengen von NaCl = 2,; ¢) z,— y = die Differenz zwischen z, und y. 


durch den Zusatz von 4, z, die durch den Zusatz von 2 Molen NaCl 
resultierende Kurve der Konstanten. Die Differenz zwischen den 
Werten z und y zeigen die Kurven z,—y und z,—y an. 

Um die Beurteilung des Einflusses des Chlornatriums auf den Muta- 
rotationsverlauf der Dextrose in Salzsiure wechselnder Konzentration 








oht 
mit 
mit 
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fiir die folgende Besprechung zu erleichtern, habe ich die Kurven unter 
Beachtung gewisser, aus der Erfahrung sich ergebender Gesichtspunkte 
zu Geraden umgestaltet. MaBgebend fiir die Korrekturen war in erster 
Linie die wiederholt gemachte Beobachtung, daB die Werte fiir die 
niedrigen Konstanten stets zuverlissiger sind als die fiir die héheren. 

Die auf diese Weise erhaltenen Geraden sind mit den experimentell 
ermittelten in dieselben Tafeln mit den gleichen Buchstaben y und z 
und der Nebenbezeichnung ,,korrigiert’’ eingetragen; zur rascheren 
Unterscheidung von den anderen sind die durch Korrektur erhaltenen 
Geraden auberdem gestrichelt gezeichnet. 

Die oben mitgeteilten Konstanten haben nach diesen Verbesse- 
rungen an den Kurven folgende Werte angenommen: 


H,O 0,046 0,089 0,181 0,244 0,361 0,54 "/,, HCl 
ohne NaOl.... . Z3. 9,41 11,6(12,3) 16,0(16,5) 19,2(18,8) 24,8(24.1) 33.6 (35.0) 
mit 4fach N-NaCl 3,6 7,86 12,0(12,3) 20,8(20,4) 27,0(27,0) 38,1(41,0) 55,5 (59,5) 
mit 2fach N-NaCl 5,5 8,80 (9,06) 11,9 (12,2) 18,4 (18,7) 31,2 (31,2) _ 


(Die experimentell gefundenen Konstanten sind eingeklammert.) 


Wesentliche Anderungen im Verlauf der Kurven sind durch die 
vorgenommenen Korrekturen nicht erfolgt. Die Differenzen zwischen 
den experimentell gefundenen und den nach der Zeichnung abgeiinderten 
Konstanten liegen innerhalb der Fehlergrenzen der Methode. 

Ehe wir nun feststellen, ob der Mutarotationsverlauf in den sauren 
Lésungen durch den Zusatz gleicher Mengen Chlornatrium (4fach bzw. 
2fach Normal) eine gesetzmaBige Anderung erfaihrt, wollen wir 
ermitteln, ob die durch steigende Mengen Siure bedingte Beschleunigung 
des Rotationsriickganges der wisserigen Loésung eine Gesetzmiabig- 
keit aufweist. Die Beziehung zwischen Siurekonzentration und Ge- 
schwindigkeit der Reaktion laBt sich erkennen, wenn wir die Wirkung 
der Salzsiiure von der Wasser-Siurewirkung isolieren, d. h. die Konstante 
fiir Wasser von der Konstanten fiir die jeweilige Saurelésung sub- 
trahieren und die so erhaltenen Werte durch die jeweils vorliegende 
Saurekonzentration dividieren. 

Das Ergebnis dieser Berechnung zeigt die folgende Aufstellung: 

0,046 0,081 0,181 0,244 0,361 0,549, HCI 





C fir die HCl in H,O .. 9,41 11,6 160 19,2 24,8 33,6 
OREO ea SOF ES: TS aS Be ee 
auf die Saure entfallen. . 2,21 4,4 8.8 12.0 17,6 26,4 Einheiten. 
GIB wccts .... 48,0 49,4 48,6 49,1 48,7 48,9 


Die vorziigliche Ubereinstimmung der Quotienten besagt uns, dats 
die Mutarotationskonstante proportional mit der Konzentration der 
Lésung an Salzsiiure ansteigt. 

Verfahren wir in analoger Weise mit den fiir die kochsalzhaltigen 
Lésungen erhalténen Konstanten, indem wir diese durch die jeweilige 
Saurekonzentration dividieren, so zeigen die Quotienten keine Konstanz. 
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Eine befriedigende Lésung der Frage wurde erst erzielt, als die 
Berechnung in folgender Weise durchgefiihrt wurde: 

Wir ermittelten die Differenz zwischen den Konstanten in Salzsiure 
und den mit Kochsalz kombinierten Lésungen von derselben Saure- 
konzentration. Zu den so erhaltenen Werten wurde die Differenz 
zwischen der Konstante fiir reines Wasser und der Konstante fiir die 
4- bzw. 2fach normale NaCl-Lésung in Wasser addiert; die dabei ge- 
wonnenen Zahlen wurden durch die jeweilige Saiurekonzentration der 
Lésung dividiert. Auf diese Weise habe ich die durch das Chlornatrium 
bedingte Anderung der Mutarotationsgeschwindigkeit in saurer Lésung 
aus der Summe der Wirkungen von NaCl und HCl herausgeschilt. 
Die Berechnung sei fiir die Versuchsreihe mit 4 Molen NaCl in extenso 
durchgefiihrt : 

0,046 0,089 0,181 0,244 0,361 0,549, HCl 
Cin HCl+H,O .... 9,41 11,6 16,0 19,2 24,8 33,6 
C in HCl + NaCl +eH,O . 7,86 12,0 20,8 27,0 38,1 55,6 

155 +0,4+4,8 +7,8 +13,3 +22,0 





Depression der C durch 4- 





fach NaCl in H,O . . . +3,60 3,6 3,6 3,6 36 3,6 
2,05 4,0 84 11,4 16,9 25,6 
C/KS.......... 44,6 44,9 464 46,7 46,8 47,4 


Fiir die Versuchsreihe mit 2fach Normal-NaCl ergibt sich durch 
analoge Berechnung folgender Befund: 
0,046 0,089 0,181 0,361% HCI 


C in HC 4 H,O gD ee es 9,41 11,6 16,0 24,8 
C in HCl + 2fach N-NaCl 
+ BO eos). a A 164. 212 





—0,61 +-0,: 2,4 6,4 
Depression der C durch 2 Mole 





ReCihw HO. . ....:+hi 1,7 12 OY 
+1,09 2,0 4,1 8,1 
CPR 4.0 + ls 0 ee ae eee eae 


Aus diesen Zahlen laBt sich entnehmen, daB auch in den mit Chlor- 
natrium kombinierten Lésungen von Dextrose die beschleunigende 
Wirkung der Saure proportional der Konzentration der Lésung an 
HC! ansteigt. 

Aber die Gerade, die wir aus den Mutarotationskonstanten in Salz- 
siiure steigender Konzentration konstruiert haben, hat durch den 
Zusatz von Chlornatrium (4- bzw. 2fach Normal) eine Anderung ihrer 
Richtung erfahren. Die Geraden z, und 2, fiir die kombinierten Lésungen 
steigen steiler an als die fiir die einfache Saurewirkung konstruierte 
Gerade y. Da aber in schwach saurer Lésung der mutarotations- 
hemmende Einflu8 des Chlornatriums die beschleunigende Wirkung 
der Salzsiiure iiberwiegt, so miissen sich die Geraden y und z, bzw. 2, 
schneiden. In diesem Schnittpunkte, der scheinbar unabhangig von 
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der Kochsalzkonzentration bei ca. 0,089 proz. Salzsiiure liegt, findet keine 
Beeinflussung der Salzsiurewirkung auf die Mutarotation durch das 
Chlornatrium statt. In Lésungen mit einem Sauregehalt unter 0,089°%, 
tritt uns die Wirkung des Chlornatriums als eine mit steigender Siéure- 
konzentration geradlinig abnehmende Verzégerung entgegen, jenseits 
dieser Konzentration als eine mit der Saurekonzentration geradlinig 
ansteigende Beschleunigung. 

; Die Frage des Einflusses einer bestimmten Menge Chlornatrium auf 


den Mutarotationsverlauf von Dextrose in Lésungen mit steigendem 
: Salzsiuregehalt dirfte damit geklirt sein. 

Man kann nun, indem man als Basis fiir die Beurteilung nicht die 
) Konzentration der Saure, sondern die des Salzes wahlt, die Frage auch 


so stellen: Welchen EinfluB hat ein Zusatz steigender Mengen Salzsiure 
auf den Rotationsablauf von Dextrose in wiisserigen Lésungen mit 
4- bzw. 2fach normalen Mengen Chlornatrium ? 

Um in diesem Falle die Beziehungen zwischen der Mutarotations- 
konstante und der Saurekonzentration zu ermitteln, werden wir die 
Berechnung in der Weise vornehmen, daB wir von der Summe der 
Wirkungen einer bestimmten Menge Salz und Saure die Wirkung der 
gleichen Menge Salz in wisseriger Lésung in Abzug bringen und die 
so gewonnenen Zahlen durch die vorliegende Siurekonzentration divi- 
dieren. Wir erhalten alsdann bei den Lésungen mit 4fach normalem 
NaCl und steigenden Mengen HCl folgende Quotienten: 

0,046 0,081 0,181 0,244 0,361 0,549, HCl 
C fiir 4fach N-NaCl + HCl 
PA tea se + ces nye, ee) ba. SS 210 SRE ORG 
C fiir 4fach N-NaClin H,O. 3,60 3,6 3,6 36 3,6 3,6 
auf HCl treffen . .... 4,26 84 17,2 23,4 34,5 52,0 Einheiten. 
C/KS. ......... 92,6 94,4 95,0 95,9 95,6 96,3 

Der mittlere Quotient fiir die Wirkung der Siure in der kombinierten 
Lésung mit 4fach N-NaCl betriigt 95,0. 

' Fiir die Lésungen mit 2fach N-NaCl ergibt sich nach analoger 


Berechnung : 





0,046 0,089 0,181 0,361% HCl 
C fiir 2fach N-NaCl + HClinH,O 8,80 11,9 18,4 31,2 
C fiir 2fach N-NaClinH,O ... 5,50 5,5 5,5 5,5 
Auf die Wirkung der HClentfallen 3,30 6,4 12,9 25,7 Einheiten. 
(Ni aaa igaerio ante 71,7 71,9 71,3 71,2 
, Der mittlere Quotient fiir die Saiurewirkung in der kombinierten 
Lésung von Salzsiure mit 2fach normalem NaCl betragt 71,5. 

Um den Unterschied zwischen der Saiurewirkung auf Wasser und 
auf Lésungen mit 4- bzw. 2fach normalen Mengen NaCl bestimmen zu 
kénnen, miissen wir den Quotienten fiir die reine Saurewirkung kennen. 
| Er ergibt sich aus den oben bereits angestellten Berechnungen zu 48,5. 
16* 
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Die durch die geinderte Fragestellung bedingte Anderung der Be- 
rechnungsweise fiihrt, wie wir sehen, zu demselben Ergebnis, das wir 
oben bereits mitgeteilt haben. 

Der EinfluB der Salzsiure auf den Verlauf der Mutarotation der 
Dextrose in Chlornatriumlésungen einer bestimmten Konzentration 
besteht darnach in einer mit der Zunahme der Salzsiurekonzentration 
geradlinig fortschreitenden Beschleunigung des Vorganges. 

Die beschleunigende Wirkung, die der Zusatz steigender Mengen 
Salzsiiure zu den kochsalzhaltigen Lésungen bewirkt, ist aber viel gréBer 
als in wiisserigen Lésungen. Zahlenmabig gehen diese Beziehungen aus 
einem Vergleich der fiir die verschiedenen Lésungen berechneten mitt- 
leren Quotienten hervor. 

Der fiir die Saéurewirkung ermittelte Quotient betriagt: 

in der wisserigen Lésung 48,5, 

in der mit 2fach N-NaCl kombinierten Lésung 71,5, 

in der mit 4fach N-NaCl kombinierten Lésung 95,0. 

Die beschleunigende Wirkung der Salzsiure gegeniiber Wasser wird 
also durch die Gegenwart von 4 Molen NaCl nahezu verdoppelt; ein 
Zusatz einer, halb so groben Menge NaCl bewirkt eine Erhéhung der 
Salzsaurewirkung um genau die Hilfte des Betrages von 4 Molen NaCl. 
Diese Gesetzmibigkeit hat, wie wir durch Berechnungen festgestellt 
haben, fiir alle Siurekonzentrationen in gleicher Weise ihre Giiltigkeit. 

Mit diesen Feststellungen, welche eine nahezu mathematisch genaue 
Abhangigkeit der Mutarotationsgeschwindigkeit von der Saure- und 
Salzkonzentration erkennen lassen, ist wohl der EinfluB des Chlornatri- 
ums auf die Mutarotation ermittelt, nicht aber die Ursache dieses Ein- 
flusses des Neutralsalzes ergriindet. 

Es ist nun eine lange bekannte Tatsache, da die Geschwindigkeit 
des Rotationsriickganges von Dextroselésungen in hohem Grade von 
der Wasserstoff- bzw. Hydroxylionenkonzentration der Lésung_ be- 
einfluBt wird. Man kénnte deshalb daran denken, daB die Wirkung 
des Neutralsalzes in saurer Lésung in einer Erhéhung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration bestiinde. Titriert man aber die sauren Lésungen, 
wie ich das in jedem Einzelfalle getan habe, vor und nach dem Zusatz 
von Chlornatrium, so findet man, daB der Siuregehalt der Lésungen 
durch den Zusatz von Kochsalz eher etwas gesunken als gestiegen ist. 
Auch der Zusatz von Dextrose bewirkt eine, und zwar betrachtlich 
stiirkere Verminderung des Siéuregehaltes der Lésung als der Zusatz 
von Chlornatrium. Aber dieser durch den Zucker bedingte Effekt wird 
durch die Einheitlichkeit der Arbeitsweise ausgeschaltet. 

Die Ursache der im vorstehenden beschriebenen Wirkung des Chlor- 
natriums auf den Mutarotationsverlauf der Dextrose in saurer Lésung 
bleibt demnach vorliufig eine ungeléste Frage. 

















Be- 
wir 
ler 
ion 
ion 

Die gesetzmaBbige Beziehung zwischen der Konstante der Muta- 
en ; ” P 
Ser rotation der Dextrose und der Siurekonzentration. 
Wus Die Berechnung der Mutarotationskonstante aus einer gegebenen Salz- 
tt- siiurekonzentration und die Ermittlung des Salzsiiuregehaltes einer 

Lésung aus der Mutarotationskonstante. 
Von 
Hans Mursehhauser. 

rd (Aus der akademischen Kinderklinik in Diisseldorf.) 
irc 
>in (Eingegangen am 22. November 1921.) 
ler Die bereits im Jahre 1855 von Erdmann!) gemachte Beobachtung, 
Cl. daB der Riickgang der Birotation der Dextrose durch den Zusatz von 
‘lit Saure beschleunigt wiirde, erfuhr eine wertvolle Erganzung durch die 
It. Untersuchungen A. Lev ys?), nach denen fiir die Geschwindigkeit des 
_ Drehungsriickganges nicht nur die Natur der Siure, sondern auch ihre 
nd Konzentration maBgebend sei, die Beschleunigung gegentiber destillier- 
a tem Wasser also offenbar von der Konzentration der Wasserstoffionen 
m- abhange. Aus den Ergebnissen seiner Versuche mit verschiedenen 
Sauren in "/,,- und "/,,.-Lésungen zog Levy den folgerichtigen SchluB, 
eit daB die Beschleunigung des Riickganges ein MaB der AffinitatsgréBe 
on abgeben miiBte, in derselben Weise, wie die Inversionsgeschwindigkeit 
De- des Rohrzuckers, die Katalyse des Methylacetats und die elektrische 
ng Leitfahigkeit. In der Tat erhielt er, als er die Saiuren nach der Bi- 
ff- rotationsbeschleunigung ordnete, dieselbe Reihenfolge wie bei der An- 
m, ordnung nach der Hohe der Affinitatskoeffizienten ; eine absolute Uber- 
itz einstimmung zwischen den Zahlenwerten der relativen Beschleunigung 
a des Mutarotationsriickganges und den auf anderen Wegen gefundenen 
st. Affinitiitskoeffizienten war allerdings nicht vorhanden. Zu demselben 
ch Resultate und den gleichen SchluBfolgerungen fiihrten die Versuche 
tz von H. Trey’). Indem namlich Trey, um das Verhiltnis zu erfahren, 
rd in welchem die Geschwindigkeit der Mutarotation durch die Gegenwart 

der Saure vermehrt wiirde, die fiir Salz-, Schwefel- und Oxalsiure 
or 
ng 1) Dissert., de sacch. lact. et amyl. Berolin 1855. 

*) Zeitschr. f. physikal. Chem. 17, 301. 1895. 
3) Zeitschr. f. physikal. Chem. 18, 193. 1895; 22, 424. 1897. 
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gleicher Konzentration gefundenen Konstanten durch die Konstante 
des Rotationsverlaufes in destilliertem Wasser dividierte, erhielt er fiir 
die genannten Sauren hinsichtlich ihrer beschleunigenden Wirkung auf 
den Rotationsriickgang der Glucose dieselbe Reihenfolge, wie sie die 
von W. Ostwald bestimmten Affinitatskoeffizienten der. Siuren er- 
warten lieBen. 

Die in den Versuchen von Levy und Trey angewandten Kon- 
zentrationen fiir die Salzsiure sind hinsichtlich ihrer Zahl und Vari- 
ationsbreite zu gering, als daf sie eine gesetzmiBige Beziehung zwischen 
Saurekonzentration und Geschwindigkeit des Mutarotationsverlaufes 
abzuleiten gestatteten. Ob eine solche Beziehung in den erwahnten 
Arbeiten direkt ausgesprochen ist, entzieht sich meiner Kenntnis. 
Nach Osaka!) ist die Geschwindigkeit des Rotationsriickganges der 
Dextrose der Quadratwurzel der Wasserstoffionenkonzentration der 
Lésung annihernd proportional, wiihrend nach C.H. Hudson?) die 
Geschwindigkeit des Vorganges in 0,001 —0,1 normaler Salzsiure linear 
mit der Wasserstoffionenkonzentration der Lésung wiichst. 

Ich hatte vor einiger Zeit den EinfluB von Salzsiure in den ver- 
schiedensten Konzentrationen auf die Mutarotation der Dextrose unter- 
sucht*) und war dabei auf Grund einer graphischen Darstellung der 
Versuchsergebnisse zu dem Resultate gelangt, daB zwischen der Salz- 
siurekonzentration und der Geschwindigkeit des Rotationsverlaufes 
der Dextrose eine lineare Beziehung besteht. Eine jiingst ausgefihrte 
Untersuchung*) tiber den kombinierten EinfluB von Salzsiure und 
Chlornatrium auf den Drehungsriickgang frisch bereiteter Dextrose - 
lésungen gab mir Veranlassung, mich mit der vorliegenden Frage noch- 
mals eingehender zu beschiaftigen. 

Um in diesen Versuchen die Wirkung der Salzsiure von der kom- 
binierten Wirkung von Salz und Saure getrennt beurteilen zu kénnen, 
eliminierte ich den mir bekannten Einflu8 des Chlornatriums, indem 
ich von den fiir die kombinierten Lésungen gefundenen Konstanten die 
Konstante fiir die wiisserige Lésung von demselben Salzgehalt sub- 
trahierte. Indem ich die dabei verbleibende Differenzkonstante fiir die 
Wirkung der Salzsiiure durch die jeweils vorliegende Saurekonzen- 
tration dividierte, erhielt ich Quotienten, deren gute Ubereinstimmung 
darauf hindeutete, daB die Geschwindigkeit der Mutarotation in Lésun- 
gen, die gleichzeitig Salzsiure und Kochsalz enthalten, geradlinig bzw. 
proportional mit der Siurekonzentration der Lésung ansteigt. Die in 
diesen Versuchen angewandte Kochsalzkonzentration war 4fach nor- 


1) Zeitschr. f. physikal. Chem. 35, 661. 1900. 

) Journ. of the Americ. chem. soc. 29, 1571. 1907. 
3) Diese Zeitschr. 104, 214. 1920. 

4) Diese Zeitschr. 128, 229. 1922. 
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mal, die Salzsiurekonzentration variierte innerhalb der fiir die Muta- 
rotation zulassigen Breite. Das Ergebnis dieser Untersuchung findet 
sich in der folgenden Zusammenstellung: 
0,046 0,089 0,181 0,244 0,361 0.54% HCI 

Konstante fiir die Lésung 

mit 4fach N-NaCl + HCl 7,86 12,0 20,8 27,0 38,1 55,6 
Konstante fiir die Lésung 

mit 4fach N-NaClinH,O 3,60 3,6 3,6 36 36 3,6 
Auf die Wirkung von HCl 








entfallen ....... 4,26 84 17,2 23,4 34,5 52,0 Einheiten. 
C/KS. ......... 92,6 94,4 95,0 95,9 95,6 96,3 
Mittel 95,0. 


Eine weitere Versuchsreihe, bei der nur die Kochsalzkonzentration 
auf 2fach normal erniedrigt worden war, fiihrte gleichfalls zu gut iiber- 
einstimmenden Quotienten, deren Mittelwert 71,5 betrug. 

Die in den angefiihrten Versuchen beobachtete Gesetzmabigkeit 
steht im Einklang mit der von C. H. Hudson und andererseits von mir 
aus den Ergebnissen mit rein salzsiurehaltigen Lésungen abgeleiteten 
Abhangigkeit der Mutarotationskonstante von der Siurekonzentration. 
Sie widerspricht dagegen der von Osaka vertretenen Ansicht, nach der 
die Geschwindigkeit des Rotationsriickganges der Dextrose der Quadrat- 
wurzel aus der Wasserstoffionenkonzentration proportional sein soll. 
Wir wollen nunmehr an der Hand meiner Versuche iiber den Einfluls 
von Salzsiure auf die Mutarotation der Dextrose die zwischen der 
SchluBfolgerung Hudsons und mir einerseits und der von Osaka 
andererseits bestehende Verschiedenheit aufzukliren suchen. 

Die von mir experimentell gefundenen Mutarotationskonstanten 
fiir die jeweilige Siurekonzentration finden sich in der ersten Horizontal- 
reihe der folgenden Tabelle. Sie ergeben, wenn man sie in ein Ko- 
ordinatensystem mit der Séurekonzentration als Abszisse, den Werten 
fiir die Konstante als Ordinaten, eintragt, nahezu eine Gerade. Um 
die geringen Abweichungen von dieser zu beseitigen, habe ich unter 
Beriicksichtigung bestimmter, aus der Erfahrung sich ergebender Ge- 
sichtspunkte, die experimentell erhaltenen Werte so umgeindert, daf 
ihre graphische Darstellung eine Gerade ergibt, ohne jedoch damit die 
Fehlergrenzen der Methode zu iiberschreiten. An den im AnschluB an 
die nichste Tabelle folgenden Berechnungen laBt sich erkennen, dal 
die vorgenommenen Korrekturen keinen wesentlichen Einflu®B auf das 
Ergebnis haben, daB sie dagegen die Erkennung der bestehenden 
GesetzmaBigkeiten erleichtern. Diese korrigierten Werte stellen die 
zweite Horizontalreihe der folgenden Tabelle dar: 

H,O 0,046 0,089 O,181 0,244 0,361 0,549, HCl 
I. Exper. gef.C ... 7,2 9,41 12,3 16,5 18,8 24,1 35,0 
II. Korrig. C-Werte . 7,2 9,41 1S 160 192 248 33.6 
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Um nun die Gesetzmabigkeit zwischen der Salzsiurekonzentration 
und der Mutarotationsgeschwindigkeit zu erkennen, dividieren wir die 
eben aufgefiihrten Konstanten durch die jeweilige Saurekonzentration 
und erhalten dadurch folgende Quotienten: 


0,046 0,089 0,181 0,244 0,361 0,549, HCI 
fiir I. 204,6 138,2 91,1 77,0 66,8 64,8 
fiir I. 204,6 = 130,4 88,4 78,7 68,7 62,2 


Die Quotienten weisen keine Konstanz auf. Dividieren wir dagegen 
die direkt erhaltenen Konstanten durch die Quadratwurzel der je- 
weiligen Saiurekonzentration, so ergeben sich Quotienten von: 

0,046 0,089 0,181 0,244 0,361 0,54%, HCI 
43,7 41,1 38,6 38,0 40,2 47,6 
43,7 38,8 37,5 38,87 41,3 45,7 


fiir I. 
fiir LI. 

Diese Quotienten stimmen so hinreichend iiberein, daB wir aus ihnen 
die Gesetzmabigkeit ableiten kénnen, dab die Geschwindigkeit der 
Mutarotation proportional mit der Quadratwurzel aus der Salzsiure- 
konzentration der Lésung ansteigt. Damit wire also die vorliegende 
Frage im Sinne Osakas entschieden. 

Man kann aber die Rechnung auch anders gestalten. Nimmt man 
nimlich die durch den jeweiligen Zusatz von Salzsiiure gegeniiber 
destilliertem Wasser hervorgerufene Beschleunigung des 
Rotationsriickganges als Basis fiir die Aufstellung der Quotienten, 
indem man von der fiir die jeweilige Siurekonzentration erhaltenen 
Konstante den Wert fiir die Konstante der Mutarotation in reinem 
Wasser subtrahiert, und dividiert die so gewonnenen Differenzkon- 
stante durch die jeweils vorliegende Saiurekonzentration, so gelangt 
man zu folgenden Quotienten : 


I. Experimentell gefundene Konstanten, 
Il. Korrigierte Konstanten. 


0,046 0,089 0,181 0,244 0,361 0,54% HCl 
I. C 941 12,3 165 188 24,1 35,05 
C fiir Wasser 74,20 = 7,2 7,2 7,2 7,2 7,20 
Die durch HCl bedingte Be- 
schleunigung betragt 2,21 5,1 9,3 11,6 16,9 27,85 Einheiten. 
II. ¢ 9,41 11,6 16,0 19,2 24,8 33,6 
C fiir H,O . 10. 372. 42.573: 32 
Die durch HCl bedingte Be- 
schleunigung betragt . 2,21 44 88 12,0 17,6 26,4 Einheiten. 
Daraus berechnen wir folgende Quotienten: 
C/K.S. I. . 48,0 57,3 51,4 47,5 46,8 51,6 (Mittel 51,4) 
II. . 48,0 49,4 48,6 49,1 48,7 48,9 (Mittel 48,5) 


Daraus ergibt sich, daB die Geschwindigkeit der Mutarotation der 
Dextrose proportional mit der Konzentration der Lésung an HCl steigt. 
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Beide Lésungen der Frage tiber den Zusammenhang zwischen der 
Saiurekonzentration und der Mutarotationsgeschwindigkeit haben also 
Giltigkeit. Der nunmehr aufgeklarte Unterschied zwischen den SchluB- 
folgerungen Osakas einerseits, Hudsons und Murschhausers 
andererseits lehrt uns aber, wie notwendig die Angaben dariiber sind, 
ob die erkannte GesetzmaBigkeit aus der kombinierten Wirkung von 
Wasser und dem betreffenden Katalysator abgeleitet, oder als isolierte 
Wirkung des Katalysators anzusprechen ist. 

Nach den Erfahrungen, die ich bei meinen Untersuchungen iiber die 
kombinierte Einwirkung von Salz und Siure auf die Mutarotation der 
Dextrose gemacht habe, gebe ich dem Berechnungsmodus, nach dem 
der EKinfluB des Katalysators getrennt von dem Lésungsmittel be- 
handelt wird, den Vorzug. Die gesetzmibige Beeinflussung des Ro- 
tationsriickganges der Dextrose durch irgendeinen Stoff wird in der 
Regel erst dann erkannt, wenn die Wirkung der iibrigen vorhandenen 
Stoffe durch sorgfaltige Excerption aus der Gesamtwirkung auf die 
Mutarotation herausgeholt wird. 

Wir haben oben bereits festgestellt, daB bei den Versuchen in reiner 
Salzsiurelésung keine Konstanz der Quotienten erzielt wird, wenn die 
direkt erhaltenen Konstanten durch die jeweilige Saiurekonzentration 
der Lésung dividiert werden, da dagegen die Quotienten aus den 
direkt gewonnenen Konstanten und der Quadratwurzel der Siure- 
konzentration annihernd konstant sind. 

Bei den mit 4fach normalem NaCl kombinierten Lésungen in Salz- 
siiure wird weder nach der einen noch nach der anderen Berechnungsart 
ein konstanter Quotient erhalten. Das geht aus den folgenden Zahlen 
hervor: 

0,046 0,089 0,181 0,244 (0,861 (054°, HCl 
0) Sl. OC errr 134,8 114,9 110,7 105,6 103,0 
7) 9 1: re: 40,1 48,7 54,6 63,5 75,6 

Die Division der direkt erhaltenen Konstanten durch die jeweilige 
Saiurekonzentration oder durch die Quadratwurzel der Saurekonzen- 
tration fiihrt bei den kombinierten Lésungen nicht zum Ziele. Die 
Quotienten nehmen erst dann eine befriedigende Konstanz an, wenn 
man die Wirkung des betreffenden Katalysators (in diesem Falle HCl) 
aus der Gesamtwirkung von NaCl, HCl und H,0 herausschilt. Die 
oben ausgefiihrten Berechnungen liefern den direkten Beweis hierfiir. 
Es ist nicht mehr als billig, die an den komplizierter zusammengesetzten 
Lésungen gemachten Erfahrungen auf die einfachen Lésungen zu iiber- 
tragen, die Einwirkung eines Katalysators also getrennt von seinem 
Lésungsmittel zu beurteilen. 

Ich habe deshalb die folgende analytische Studie auf der Gesetz- 
maBigkeit aufgebaut, daB die Mutarotationsgeschwindigkeit proportional 
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der Konzentration der Lésung an Salzsiure bzw. an Wasserstoffionen 
ansteigt. 

Die oben ausgesprochene Gesetzmabigkeit versetzt uns in die Lage, 
1. fiir jede Salzsiurekonzentration (bis zu 2°) die Mutarotationskon- 
stante ohne Experiment zu berechnen, 

2. durch Bestimmung der Mutarotationskonstante den Gehalt einer 
Lésung an Salzsiure zu ermitteln. Wenn auch diese Art der quanti- 
tativen Bestimmung von Salzsiure praktisch kaum in Frage kommen 
mag, so beansprucht sie zweifellos ein gewisses theoretisches Interesse. 

Wir haben oben den Quotienten C/KS fiir die Salzsiure zu 48,5 
errechnet und ermitteln nunmehr mit Hilfe dieses Quotienten die Muta- 
rotationskonstante, welche irgendeiner Salzsiurekonzentration ent- 
spricht, indem wir folgende Gleichung aufstellen: 

C=2"-K+2. 

In dieser Gleichung bedeutet K die Salzsiiurekonzentration, C ‘die 
Mutarotationskonstante, x den Quotienten C/KS, x den Wert fiir die 
Mutarotationskonstante in rein wisseriger Lésung. 

Die Mutarotationskonstante betrigt darnach beispielsweise fiir eine 
0,181 proz. HCl-Lésung: C = 48,5 - 0,181 + 7,2 = 15,98; experimentell 
gefunden wurde C = 16,5; nach den korrigierten Werten C = 16,0. 

Wir berechnen ferner aus der experimentell ermittelten Geschwindig- 
keitskonstante der Mutarotation den prozentualen Gehalt einer Lésung 
an HCl nach der Formel: 





Dazu als Beispiele aus der vorliegenden Arbeit: 


1. Gefunden C = 9,41 (C fiir die wassrige Lésung ohne HCl = 7,20). 
9,41 — 7,20 


4 0,0456° ‘1; 
K 5 ,04569/, HCl; 
durch Titration wurde gefunden 0,046% HCI. 
: 2. Gefunden C = 33,6 


33,6 — 7,2 
48,5 
durch Titration gefunden = 0,543 HCl. 


K 0,544°/, HCl; 


Aus friiheren Versuchen’), in denen die Konstante fiir die wiisserige Lésung 
6,73 betrug, errechnen wir beispielsweise : 
Gefunden C = 8,02 
8,02 — 6,73 


* gle 
die Titration hatte ergeben: 0,025°% HCI. 


0,026/, HCl; 


1) Diese Zeitschr. 104, 214. 1920. 














Beitrage zur Physiologie der Driisen. 
LIVI. Mitteilung. 


Von 


Leon Asher. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Bern.) 


Die Funktion der Milz, insbesondere bei normalem und erhéhtem 
Sauerstoffbedarf. 


Von 
Ernst Bernet. 


(Eingegangen am 25. November 1921.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Zahlreiche Untersuchungen von Asher und seinen Mitarbeitern 
iiber die Funktionen der Milz haben in einwandfreier Weise bewiesen. 
daB die Milz neben ihrer Rolle im Eisenstoffwechsel einen EinfluB auf 
den Stoffwechsel, und zwar insbesondere auf den respiratorischen Stoff- 
wechsel, hat. 


Den Weg zur Erkennung dieser Tatsache offnete Streuli durch seine Arbeit 
im Berner Physiologischen Institut, indem er fand, daB entmilzte Ratten in eine 
Unterdruckkammer, also unter Sauerstoffmangel gebracht, einen viel geringeren 
Unterdruck ertrugen, als gleichzeitig in derselben Kammer sich befindende Nor- 
malratten, woraus er den Schlu8 zog, daB milzlose Ratten Sauerstoffmangel viel 
schlechter ertragen als normale. AnschlieBend an Streuli unterzog Nikola 
Danoff den respiratorischen Stoffwechsel milzloser Ratten einer eingehenden 
Untersuchung und stellte fest, da8 das Vorhandensein der Milz den respiratorischen 
Stoffwechsel hemmt, ihre Wegnahme ihn férdert, somit in antagonistischer Be- 
ziehung zur Schilddriise steht, die bekanntlich den umgekehrten EinfluB8 auf den 
Stoffwechsel ausiibt. 


Es muB8te nun interessieren, zu wissen, ob diese Beziehungen zwischen 
Milz und Stoffwechsel, ausgehend von einer ganz anderen Basis als die 
vorausgehenden Untersuchungen, ebenfalls festgestellt werden kénnen. 

Auf Veranlassung von Professor Asher versuchte ich daher, aus den 
Ausscheidungen des Harnes normaler und milzloser Tiere, in Ver- 
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bindung mit experimentell hergestelltem Sauerstoffmangel, einen Ein- 
blick in die Milzphysiologie zu erhalten. Dabei war mir in erster Linie 
daran gelegen, zu untersuchen, inwieweit der EinfluB des experimentell 
hergestellten Sauerstoffmangels bei normalen wie auch milzlosen Tieren 
in den Ausscheidungen des Harnes nachgewiesen werden kann, ins- 
besondere festzustellen, ob bei Verkleinerung der respiratorischen Ober- 
flache der Lunge eine kompensatorische Siaureregulation durch ver- 
mehrte Ammoniakausscheidung im Harn beobachtet werden kann, und 
ob sich dabei die Gesamtstickstoffmenge im Harn andert. 

Biirker und seine beiden Mitarbeiter fanden in ihren eingehenden 
Untersuchungen iiber die Anderung der sauerstoffiibertragenden Ober- 
flache des Blutes bei Anderung der respiratorischen Oberflache der Lungen, 
daB sowohl beim Menschen, als auch bei Hunden und Kaninchen, bei 
Verkleinerung der respiratorischen Oberfliche, hergestellt durch An- 
legen eines kiinstlichen einseitigen Pneumothorax, eine sofortige Ver- 
mehrung der Erythrocytenzahl und des Himoglobingehaltes des Blutes 
nachweisbar ist. Eine nochmalige Uberpriifung dieser Verhaltnisse war 
nicht nétig und lag nicht in meiner Aufgabe. 

Hingegen lagen bei Tieren noch keine sicheren Angaben vor tiber 
den EinfluB des experimentellen Sauerstoffmangels auf die Ammoniak- 
ausscheidung im Harn, waihrend beim Menschen bekannt ist, dab 
Sauerstoffmangel eine vermehrte Ammoniakausscheidung im Harn zur 
Folge hat. 

Um diese Frage beantworten und um eine eventuelle Mitfunktion der 
Milz nachweisen zu kénnen, stellte ich die nachstehenden 4 Versuchs- 
reihen an: 

I. Bestimmung der tiglichen Ammoniak- resp. Ammoniakstickstoff- 
und Gesamtstickstoffmengen im Harn des normalen Tieres. 

II. Gleiche Bestimmung wie bei I bei normalen Tieren mit ex- 
perimentell erhéhtem Sauerstoffbedarf bzw. bei Sauerstoffmangel. 

III. Gleiche Bestimmung wie bei I bei milzlosen Tieren. 

IV. Gleiche Bestimmung wie bei I bei milzlosen Tieren mit ex- 
perimentell erhéhtem Sauerstoffbedarf, bzw. bei Sauerstoffmangel. 

Bevor ich auf die einzelnen Versuchsreihen eingehe, méchte ich kurz 
auf die allgemeine Methodik, die meinen Untersuchungen als Grundlage 
diente, eintreten. 

Ich fiihrte die Untersuchungen an Kaninchen durch. Einmal galt 
es in erster Linie, an diesen Tieren die Beziehungen zwischen Milz und 
Stoffwechsel, insbesondere bei Sauerstoffmangel, kennenzulernen, weil 
die an Ratten ausgefiihrten Versuche nicht allgemein giiltig sein konnen, 
da diese Tiere entmilzt bei Sauerstoffmangel nur ca. 10 Tage am Leben 
bleiben und weil Versuche an entmilzten Hunden bisher, wie aus den 
Arbeiten von Koda (diese Zeitschr. 122, 154. 1921) und Doubler 
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(diese Zeitschr. 122, 161. 1921) aus dem Berner Physiologischen In- 
stitut hervorgeht, negativ verliefen. Zudem liefern Kaninchen bei 
zweckmaBiger Nahrung eine zur Untersuchung geniigende Harnmenge 
und eignen sich nach jahrelangen Erfahrungen im Berner Institut zu 
chirurgischen Eingriffen, insbesondere zur Milzexstirpation, sehr gut. 

Um die aufgenommenen EiweiBmengen méglichst konstant und 
wiihrend der ganzen Versuchsdauer unverindert zu halten, gewéhnte 
ich die Tiere an Milchnahrung. Dies hatte auch den Vorteil, daB eine 
zur Untersuchung geniigende Harnmenge ausgeschieden wurde. 

Die Angew6hnung an die Milch hat langsam und allmahlich zu 
erfolgen, da sonst leicht Magen-Darmkatarrh mit starker Diarrhée 
eintritt, wobei einerseits durch die abnormen Girungen im Magen- 
Darmkanal die ausgeschiedenen Ammoniakmengen im Harn abnorm 
gesteigert sind, andererseits der fliissige Kot von den Gittermaschen des 
Kafigs nicht aufgehalten wird und sich mit dem Harn vermischt, wo- 
durch die Ergebnisse getriibt werden. Durchschnittlich geniigte eine 
Angewohnungszeit von 8—10 Tagen. Traten die unangenehmen 
Nebenerscheinungen auf, so mute mit der Milchnahrung eine Zeit- 
lang ausgesetzt werden. War die Angewéhnung vollendet, so be- 
kam jedes Tier als einzige Nahrung nur noch taglich 300 ccm unge- 
kochte Milch. 

Alle Tiere waren wihrend der ganzen Versuchsdauer fieberfrei. 

Die in 24 Stunden ausgeschiedene Harnmenge eines Tieres wurde 
in ein unter den Kafig gestelltes Glas aufgefangen und auf die Menge 
des darin enthaltenen Ammoniaks und Stickstoffes untersucht. Die 
Ammoniakmenge sollte untersucht werden, um auf die im Kérper 
ausgeschiedene Siuremenge schlieBen zu kénnen, wihrend die Ge- 
samtstickstoffmenge im Harn ein Maf fiir den Eiweibstoffwechsel 
darstellt. 


Die Methode des Ammoniaknachweises besteht im Prinzip darin, 
daB durch zugesetztes Na,CO, zu einer bekannten Harnmenge in einer Glasréhre, 
deren Ammoniak aus seinen Verbindungen ausgetrieben und durch eine mit einer 
bekannten Menge ®/,,-Schwefelsiure gefiillten Flasche durchgesaugt wird, wobei 
sich NH, des Harns mit Schwefelsiure bindet. Durch nachherige Titration mit 
n/,,-Natronlauge wird bestimmt, wieviel ®/,,-Schwefelsiure an NH, gebunden 
ist. Rechnerisch ergibt sich dann die Ammoniakmenge der untersuchten  be- 
kannten Harnmenge, indem jeder Kubikzentimeter gebundener ®/,,.-Schwefel- 
siure einer Ammoniakmenge von 1,7 mg entspricht. 

Meist machte ich drei Analysen gleichzeitig. Ich beschreibe dazu die Ve1 
suchsanordnung an Hand der nachstehenden Abbildung (S. 254): 

W ist eine Waschflasche mit Gummistépsel und zwei Glasréhren. A,, A,. A, 
sind Absorptionsflaschen mit Glasstépsel. H,, H,, H, sind ca. 50 cm lange Glas- 
zylinder mit einer Lichtweite von 6 cm mit Gummistopfen und zwei Glasréhren. 
Zur NH,-Bestimmung des Harnes werden zuerst die Absorptionsflaschen genau 
mit je 25 cem chem. rein. ®/,)>-H,SO, beschickt. Die Waschflasche ist zu ca. 1/, mit 
konz. H,SO, gefiillt. In jeden Glaszylinder wird mit einer Pipette 25 ccm Harn 














254 EK. Bernet: 


gebracht, dazu kommt je 1—2 g NaCO,, sowie je 1—2 Tropfen Octylalkohol (zur 
Vermeidung des Schiumens). Hierauf werden die Stopfen gut angesetzt. Nun 
sind W--H,—A,—H,—A,—H,——A, und die Wassersaugpumpe so mit Gummi- 
schlauchen zu verbinden, daB der Luftstrom aus der auBeren Luft die Schwefel- 
siure der Waschflasche passierend und sich dabei vom Luftammoniak reinigend, 
in H, eintritt, aus dessen Harn den freien Ammoniak mitnimmt und ihn in A, 
an Schwefelsiure abgibt, wieder rein in H, eintritt, den Ammoniak dieses Harns 
in A, an Schwefelsiure abgibt, dann wieder rein in H, iibergeht, dessen Ammoniak 
in A, mit Schwefelséiure in Verbindung bringt und hierauf durch die Wassersaug- 
pumpe abgesogen wird. Der Luftstrom mu8 vermittels einer Klemmschraube 
zwischen Wassersaugpumpe und A, so reguliert werden, daB in der Schwefelsiure 
der Absorptionsflaschen jede einzelne Luftblase gerade noch sichtbar ist. Von 
Zeit zu Zeit muB der Harn in den Glaszylindern geschiittelt werden, damit sich der 
Ammoniak besser entwickelt. Nach ca. 11/, Stunden ist simtlicher Ammoniak 
aus dem Harn weggesogen. Jetzt wird die ®/,)-H,SO, jeder Absorptionsflasche 
mit einem Indicator versehen und mit chem. rein. ®/;)-NaOH so lange titriert, bis 
ein Farbenumschlag eintritt. 


— —» Wasser. 
Saugpumpe 





— 


i, Mz Ms; 











Die Berechnung der Ammoniakmenge geschieht nun folgendermaBen: An- 
genommen, bei der Absorptionsflasche Nr. 1 habe man zur Titration bis zum 
Farbenumschlag 20 ccm ®/,,-NaOH gebraucht. Somit enthielt die Flasche nur 
noch 20 cem ®/,,-H,SO,, wahrend vor dem Versuch 25 cem ®/,)-H,SO, darin ent- 
halten waren. 

Also sind 25 — 20 com = 5 cem ®/,9-H,SO, an NH, gebunden. Jedem Kubik- 
zentimeter gebundener ®/,)-H,SO, entspricht aber eine NH,-Menge von 1,7 mg. 
In diesem Fall somit 5-1,7 = 8,5 mg NH. Diese 8,5 mg NH, stammen aus 
25 cem Harn. MiBt die Tagesharnmenge beispielsweise 200 ccm, so betragt dann 
die Tagesammoniakmenge = ta a 68 mg NH. Auf die gleiche Weise wird 
die Schwefelsiure der iibrigen Absorptionsflaschen titriert und der Ammoniak- 
gehalt berechnet. Als Indicator verwendete ich Cochenilletinktur. Es kénnen 
natiirlich beliebig viele Analysen gleichzeitig gemacht werden. 

Zur Bestimmung der Gesamtstickstoffmenge wurde die Mikro-Kjeldhal- 
Methode angewandt, wie sie im physiologischen Praktikum von Abderhalden 
beschrieben wird. 

Die mit Lackmuspapier gepriifte Reaktion des Harns war meist alkalisch, 
ausnahimsweise neutral, nie aber sauer. 

Zu Beginn meiner Untersuchungen hatte ich wegen der groBen Sommerhitze 
gegen die vorzeitige Zersetzung des Harnes zu kimpfen. Diese konnte verhindert 
werden durch antiseptisches Auffangen des Harnes unter einer Schicht Toluol. 














Funktion der Milz, insbes. bei normalem und erhéhtem Sauerstoffbedarf. 255 


I. Ammoniak- und Gesamtstickstoff-Ausscheidung im Harn normaler 
Kaninchen. 

In den Tabellen Ia, Ila, IIa, [Va, Va sind die Ergebnisse nieder- 
gelegt, die dazu dienten, die tiaglich (in 24 Stunden) ausgeschiedenen 
Ammoniak- und Gesamtstickstoffmengen des Harnes der einzelnen 
normalen Versuchstiere kennenzulernen. Die Mengen sind in Milli- 
gramm angegeben. Daraus ist ersichtlich, daB die taglichen Ammoniak- 
mengen eines einzelnen normalen Tieres im allgemeiner. keine groBen 
Schwankungen aufweisen (Versuchstiere 1—4), mit Ausnahme von 
Versuchstier Nr. 5, bei dem einer minimalen taglichen Ammoniakmenge 
von 61,9 mg eine maximale von 199 mg gegeniibersteht. 

Die mittleren tiglichen Ammoniakmengen der einzelnen Tiere mit- 
einander verglichen, zeigen dagegen ziemlich groBe Differenzen (Ver- 
suchstier Nr. 2: 32,2 mg, Versuchstier Nr. 5: 115,2 mg). 

Die gleichen Erscheinungen konstatieren wir in bezug auf die Ge- 
samtstickstoffmengen, indem unter gleichen auBeren Bedingungen, 
unter denen sich die Tiere befinden, die Versuchstiere 3 und 5 eine 
mittlere tagliche Gesamtstickstoffmenge von 616,5 mg resp. 595,7 mg 
ausscheiden, waihrend die analogen Mengen von Versuchstier 1, 2 und 4 
1018,5, 1090,2 resp. 1027,7 mg betragen. Hieraus ergibt sich, daB die 
Ausscheidungsmengen der einzelnen Normaltiere individuell variieren, 
daB also immer nur Werte ein und desselben Tieres, insbesondere dann, 
wenn es unter andere Bedingungen gestellt wird, miteinander ver- 
glichen und beurteilt werden diirfen. 

Um die taglichen Ammoniakmengen mit den Gesamtstickstoff- 
mengen in Vergleich bringen zu kénnen, berechnete ich aus den Am- 
moniakmengen deren Gehalt an Stickstoff und fiihre die betreffenden 
Zahlen jeweils in Kolonne 3 der verschiedenen Tabellen unter dem 
Namen Ammoniakstickstoff an. 

Das Verhaltnis von Ammoniakstickstoff zu Gesamtstickstoff gibt 
ein anschauliches Bild iiber das gegenseitige Verhalten der beiden 
Varianten. Wohl bleibt das Verhaltnis unter normalen Umstinden im 
allgemeinen ziemlich konstant, doch laBt sich daraus nicht irgendeine 
GesetzmaiBigkeit ableiten. Sehr anschaulich wird der Quotient ver- 
andert, sobald die Entmilzung des Versuchstieres vorgenommen wird. 

Da die Harnmengen erhebliche Schwankungen zeigen, berechnete 
ich auch die Ammoniakstickstoff- und Gesamtstickstoffmengen, die in 
100 cem Harn enthalten sind (Kolonne 6 resp. 7). 

Im allgemeinen sind hier die taglichen Schwankungen kleiner als 
bei den Harnmengen; doch finden wir auch das Gegenteil, indem in 
groBen Harnmengen sowohl grofe als auch kleine Ausscheidungsmengen 
vorhanden sein kénnen, ebenso wie kleine Harnmengen sowohl kleine 
als auch grobe Ammoniak- und Stickstoffmengen enthalten kénnen. 
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Nachdem nun die Ausscheidungswerte der normalen Tiere bekannt 
waren, konnte ich dazu iibergehen, dieselben Untersuchungen vor- 
zunehmen nach den entsprechenden chirurgischen Eingriffen. 


Il. Einflu8 des kiinstlichen Sauerstoffmangels auf die Ammoniak- und 
Gesamtstickstoffausscheidung im Harn normaler Kaninchen. 

Zur experimentellen Herstellung von Sauerstoffmangel konnten 
verschiedene Methoden in Anwendung kommen. 

Einmal die Unterdruckmethode, wie sie Streuli in seinen Respirationsver- 
suchen bei Ratten anwandte. Dann durch subcutane Injektion von Cyanwasser- 
stoff, wie sie von Sollberger durchgefiihrt wurde. Im weiteren das Anlegen 
eines kiinstlichen, einseitigen Pneumothorax, welche Methode Biirker in seiner 
Arbeit iiber Anderung der sauerstoffiibertragenden Oberfliiche des Blutes bei 
Anderung der respiratorischen Oberfliche der Lungen beschreibt: ,,Am Menschen 
und Hunde wurde mit einer durchbohrten Nadel der Pleuraraum angestochen 
und die Lunge durch Eintretenlassen von Stickstoff zum Kollabieren gebracht, 
wiahrend bei Kaninchen von der Schnittmethode Gebrauch gemacht wurde, also 
der Thorax in einem Intercostalraum voriibergehend geéffnet.‘‘ Beim Kaninchen 
soll es sonst leicht zu Luftembolie kommen. 

Von den angefiihrten Methoden wahlte ich ebenfalls diejenige des kiinst- 
lichen einseitigen Pneumothorax. Die Schnittmethode wendete ich nicht an, 
da dabei Komplikationen durch sekundire Infektion eher méglich waren. 

Meine Anordnungen waren kurz folgende: 

In einem Kippschen Apparat wurde Wasserstoff entwickelt, der nach Pas- 
sierung einer ersten Waschflasche mit 2°, Sublimatlésung (zum Befreien des 
Wasserstoffgases von Arsenwasserstoff) und einer zweiten mit einer 5proz. Ka- 
liummanganatlésung (zum Befreien von Sauerstoff) in einem kleinen Gasometer 
unter WasserabschluB aufgefangen wurde. An das Gasometer wurde ein steriler 
Gummischlauch angeschlossen, der mit einer durchbohrten Nadel mit einer Licht- 
weite von 0,9 mm verbunden wurde. Eine Schraubklemme verhinderte das Aus- 
stroémen des Gases aus dem Gasometer. Das zu operierende Kaninchen wurde nun 
auf ein Operationsbrett gebunden, die rechte Brustseite geschoren und mit Jod- 
tinktur desinfiziert. Hierauf wurde die sterile Hohlnadel, die in Verbindung mit 
dem Gasometerschlauch stand, mit zwei Fingern gut fixiert, so daB nur ca. 1/, 
bis */, em der Nadel iiber die Fingerspitzen vorstand. Die Fixation muB genau 
ausgefiihrt werden, um eine Verletzung der Lunge durch die Nadelspitze méglichst 
zu vermeiden. Wahrend der Assistent die Klemmschrauben am Gasometerschlauch 
léste, stach der Operateur nach Verschiebung der Haut im fiinften Intercostal- 
raum am Ubergang vom unteren zum mittleren Drittel der Brusthéhe vorsichtig 
die Pleurahéhle an. Am Sinken der Gassiule im Gasometer konnte die Gasaspira- 
tion im Pleuraraum beobachtet werden. Durch manuellen Druck auf die Gaso- 
meterglocke wurde die Lunge vollends zum Kollabieren gebracht. Hernach wurde 
die Nadel rasch herausgezogen. Die Wirkung trat augenblicklich ein und 
auBerte sich in einer hochgradigen Dyspnoe mit starkem Zwerchfellatmen, kleinerer 
Beweglichkeit der operierten Brustseite und hoher Atemfrequenz. Nach 48 Stun- 
den nahm die Dyspnoe stets ab, um nach weiteren 24 Stunden vollends zu ver- 
schwinden. 

In den Tabellen Ib und IIb werden die taglichen Versuchsergebnisse 
der mit Pneumothorax versehenen Versuchstiere Nr. 1 und Nr. 2 auf- 


gefiihrt. 
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Tabelle La. 


Versuchstier Nr. 1: Normales Kaninchen, ca. 4'/, Monate alt. 








| Ammoniak- Gesamt- | Ammoniak- | Gesamt- 


Harn- ; 

menge — | stickstoff- | stickstoff- | Nin NH,*) stickstoff- | stickstoff- 
ro oe Tag } menge menge — menge in | menge in 

24 Std. | P | pro Tag pro Tag 100 cem Harn 100 cem Harn 
250 37,4 30,8 1137.5 ca. 1/37 12,3 455,0 
230 | 20,3 16,7 1191,4 a 2/7 t,2 518,0 
192 | 43,1 35,6 927,3 » 1/26 18.5 482.9 
150 | 31,7 26,2 924.0 » 1/35 17,4 616,0 
205 | 39,0 32.2 1162.3 » 1/36 15,7 567,0 
Mittelwerte 
34,3 | 28,3 1068,5 | ca. 1/34 14,1 527,8 


*) bedeutet Verhiltnis von Ammoniakstickstoff zu Gesamtstickstoff. 


Tabelle Ib. 


Versuchstier Nr. 1 mit Pneumothorax rechts. 








Harn- | ; Ammoniek- | Gosemt- | Ammoniak-  Gesamt- 
menge | Ammoniak- | ‘stickstoff- | stickstoft- | Nin NH,*) | stickstoff- | stickstoff- 
von | pro Tag menge menge N | menge in | menge in 
24 Std. |} | pro Tag pro Tag | 100 cem Harn, 100 cem Harn 
220 | 35,9 29,6 | 12010 ca. 1/40 13,5 545,9 
230 28,1 23.2. |. 9820 » 1/42 10,1 427.0 
185 21,4 Liye | 1036,0 » 1/68 9.6 560,0 
200 | 30,2 24,9 | 1112.5 » 1/45 12,5 556,3 
Mittelwerte 
I 28,9 | 23,8 1082,9 ca. 1/45 11,4 522.3 


*) s. Anmerkung Tabelle I A. 


Tabelle Ila. 


Versuchstier Nr. 2: Normales Kaninchen ca. 4'/, Monate alt. 





Ammoniak- Gesamt- 


—— _ : 
| Ammoniak- Gesamt- 


Harn- ; 
menge | sa 2 | stickstoff- | stickstoff- Nin NH, | stickstoff- | stickstoff- 
von | pro al menge menge | N menge in  menge in 
24 Std. | pro Tag pro Tag | 100cem Harn 100 cem Harn 
165 26,9 22,2 877.8 ca. 1/39 13,5 532,0 
290 45.3 37,4 1268.0 ee 16,3 437,2 
189 28,8 23,8 992.0 » ae 12,6 524.9 
185 45,2 37,3 1009,9 oy eae 20,1 545.9 
245 33,3 27,5 1149.0 » 1/42 11,2 469.0 
230 28,1 25,2 1014,0 , 1/44 10,1 440,9 
257 27,9 23,0 1320.9 cee 9,0 514.0 
Mittelwerte 
32,2 26,6 | 1090.2 ca. 1/41 13.3 493.4 
Biochemische Zeitschrift Band 128, 17 
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Tabelle ILb. 


Versuchstier Nr. 2, mit Pneumothorax rechts. 





Harn- A; Meemontiek | Ammoniak- Gesamt- | Ammoniak- Gesamt- 
menge | — menge | stickstoff- stickstoff- NinNH, | stickstoff- stickstoff- 
von | pro Tag menge menge N menge in menge in 
24 Std. | pro Tag pro Tag | 100 ccm Harn | 100 ccm Harn 
220 30,9 25,5 1090,5 ca. 1/43 11,6 495,7 
218 29.8 24.6 995.0 » 1/40 11,3 456.8 
226 32,9 27,1 1112,7 yy bs 12,0 492.3 
210 30,2 24,9 1050,2 » 1/42 11,9 500,1 
Mittelwerte 
310: | . bb 1062,1 ca. 1/42 11,7 486,2 


Versuchstier Nr. 1 scheidet bei Pneumothorax tiglich eine mittlere 
Ammoniakmenge von 28,9 mg, eine mittlere Ammoniakstickstoffmenge 
von 23,8 mg und eine mittlere Gesamtstickstoffmenge von 1082,9 mg 
aus, wihrend die analogen Ausscheidungsmengen beim Normaltier 
(Tabelle La) betragen: NH, — 34,3; N in NH, — 28,3; Gesamtstick- 
stoff — 1068,5 mg. 

Die Ammoniak- und Ammoniakstickstoffmengen zeigen also beim 
operierten Tiere eine minime Verminderung, wihrend die Gesamt- 
stickstoffmenge leicht erhéht ist. Diese Abweichungen bewegen sich in 
dem physiologischen Rahmen. Ebenso variieren die Tagesausscheidun- 
gen einzelner Tage durchaus innerhalb der physiologischen Grenzen. 
Die auf 100cem Harn bezogenen Ammoniakstickstoff- und Gesamt- 
stickstoffmengen zeigen ebenfalls keine wesentlichen Abweichungen zu 
den normalen Werten. 

Versuchstier Nr. 2 (Tabelle [1b und Ila) bestitigt vollstindig die 
Ergebnisse von Nr. 1. . 

Aus diesen tibereinstimmenden Resultaten laBt sich schlieBen, dab 
Sauerstoffmangel, oder was gleichbedeutend ist mit Verminderung der 
respiratorischen Oberfliche der Lungen, beim normalen Kaninchen 
keinen EinfluB hat auf die Ammoniak- und Gesamtstickstoffaus- 
scheidung im Harn. Demnach geschieht die Saureregulation durch die 
Lungen selbst, durch Vermehrung der sauerstoffiibertragenden Ober- 
flache des Blutes, wie dies Biirker an Menschen, Hunden und Ka- 
ninchen gezeigt hat. 

Gleichzeitig ist dieses Ergebnis eine Bestitigung der von Spiro 
angefiihrten Tatsache, wonach das Kaninchen bei Zufiihrung von Saure 
im Gegensatz zum Hund nicht regulatorisch mehr Ammoniak im Harn 
ausscheidet, infolgedessen gegen Saure nicht resistent ist. 
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III. Ammoniak- und Gesamtstickstoff-Ausscheidung milzloser Kaninchen. 

Die Entmilzung wurde nach subcutaner Injektion von 3 ccm einer 2 proz. 
Morphiumlésung vorgenommen. 24 Stunden vor der Operation empfiehlt sich 
vollstandiger Nahrungsentzug. Die Operation selbst ist sehr einfach. Selbstver- 
stiindlich ist strenge Antisepsis zu beobachten. Kurzer, 3-4 cm langer Schnitt 
in die Linea alba vom Processus xiphoideus an nach riickwarts, Eréffnung des 
Peritoneums, Eingehen an der groBen Kurvatur des Magens und Fassen der Milz, 
sodann sorgfaltiges Unterbinden der MilzgefaiBe, unter Schonung des Pankreas 
und Exstirpation des Organs. SchlieBen der Bauchdecken durch Knopfnahte. 
Decken der Hautnaht mit einem Mastisolverband. Nachbehandlung keine. Die 
Operationswunden heilten bei allen Tieren per primam. Ein Tier starb 24 Stunden 
nach der Operation ohne nachweisbare Ursache. Alle anderen ertrugen die Ope- 
ration sehr gut und waren tags darauf wieder munter, eine Beobachtung, die im 
Berner Physiologischen Institut vielfach wahrgenommen wurde. Die Temperatur 
der entmilzten Tiere war stets normal. 

In den Tabellen [11 b, [Vb und Vb sind die Versuchsergebnisse von 
3 milzlosen Kaninchen angegeben. 

Aus Tabelle I1[b (Versuchstier Nr. 3) ist ersichtlich, daB die tig- 
lichen Ammoniak-, Ammoniakstickstoff- und Gesamtstickstoffmengen 
nicht wesentlich schwanken, mit Ausnahme eines abnorm hohen Wertes 
am 2. Tage nach der Entmilzung, der jedenfalls auf eine fremde Bei- 
mischung (Kot, Milch) zuriickzufiihren ist und deshalb bei der Berech- 
nung der tiglichen Mittelwerte nicht verwendet wurde. 


Tabelle IILa. 


Versuchstier Nr 3: Normales Kaninchen ca. 41/, Monate alt. 





i | 








Harn- i Ammoniak- | Gesamt- | Ammoniak- Gesamt- 
menge | gory stickstoff- |  stickstoff- Nin NH, |. stickstoff- stickstoff- 
von | ro Tag | menge } menge n menge in menge in 
24 Std. | I | pro Tag pro Tag | 100 cem Harn | 100 ccm Harn 
222 35,0 28,9 514,5 ca. 1/18 13,0 231.8 
205 36.9 30,4 570,6 » 1/19 14,8 278,3 
220 43,9 36,2 78544 » 1/22 16,5 357,0 
190 44.2 36,7 668,5 ss Use 19,3 351,8 
200 48,0 39.6 543.5 , 1/14 19,8 271,8 
Mittelwerte 
41,6 344 | 616,5 ca. 1/18 16,7 298,1 
Tabelle IIIb. 
—_—_—_ 
Harn- a2 Ammoniak- Gesamt- | Ammoniak- Gesamt- 
menge agen stickstoff- | stickstoff- | Nin NH, | stickstoff- | stickstoff- 
von pro Tag | menge menge n | menge in menge in 
24 Std. | pro Tag pro Tag /100cem Harn 100 ccm Harn 
165 70,0 57,8 520,2 ca. 1/9 35,0 315.3 
192 | 456,9 - 3198.7 - _ 
191 | 41,2 34,0 749,3 3 1722 17,8 387,1 
220 | 49.5 40,8 | 7749 . 1/19 18.5 354,0 
240 49,4 40,8 | 1047,2 1, 1/26 17.0 436.3 
153 38,5 31,8 Gio |. 20,8 420.0 
Mittelwerte 
49,7 41.0 746,8 ca. 1/18 21,8 382.5 
1 Ys 
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Vergleichen wir nun die Ergebnisse des Normaltieres (Tabelle IIT a) 
mit denjenigen des entmilzten (Tabelle IIIb), so ergibt sich folgendes 
Resultat : 





| Mittlere | Mittl. tagl. | Mittl. tagl | Mitel ver- | Mittl tagl | Mitel tag! 





. : : Ammoniak- | Gesamt- 

\| tagliche ona + ew ree eaiakettitien. | sticksoffm. 

| Amoniak- stickstoff- — stickstoff- Nin NH, try 1h) cen -| fy 100 eo 
menge menge menge n arn | iam 
Normal 41.6 34,4 616.5 ca. 1/18 16,7 298, 1 
Entmilzt 49,9 41,0 746.8 PAE vp 21,8 382,5 
Differenz + 83 +66 (|+ 130,3 — | + 5,1 + 84,4 


Die mittleren taglichen Ammoniak- und Ammoniakstickstoffmengen 
des entmilzten Tieres sind leicht erhéht. Das gleiche gilt fiir die auf 
100 cem Harn bezogenen Mengen. Die mittlere tagliche Gesamtstick- 
stoffmenge des milzlosen Tieres ist wesentlich gréBer, ebenfalls die auf 
100 cem Harn berechnete Menge. 

Nin NH, 
scheidet also mehr Gesamtstickstoff aus im Harn als das normale. 

Das entmilzte Versuchstier Nr. 4 (Tabelle [V b) weist groBe Schwan- 
kungen in den taglichen Ammoniak- und Ammoniakstickstoffmengen 
auf (Minimum: 41,1; Maximum: 159,4). Ahnlich verhalten sich die auf 
100 cem Harn bezogenen Mengen. 

Die taglichen Gesamtstickstoffmengen weisen zum Teil ebenfalls 
ziemlich groBe Differenzen auf. Das Verhiiltnis 2 —_ ist ziemlich 
variabel. Die in 100 ccm Harn enthaltenen Stickstoffmengen zeigen 
ein ahnliches Verhalten wie die Gesamtstickstoffmengen. Ein sehr 
hoher Wert ergibt sich fiir den ersten Tag nach der Entmilzung, weil 
die Harnmenge sehr klein ist. 


Das Verhialtnis bleibt unverindert. Das entmilzte Tier 


Tabelle IVa. 
Versuchstier Nr. 4: Normales Kaninchen ca. 5 Monate alt. 








Harn- .. | Ammoniak-| Gesamt- | Ammoniak- | Gesamt- 
menge | — | stickstoff- | stickstoff- Nin NH3 stickstoff- | stickstoff 
von’ || i Te | menge | menge ees menge in | menge in 
24 Std. | se é pro Tag | pro Tag | 100 eem Harn 100 ccm Harn 
220 30,5 | 25,2 1090.0 | ca. 1/43 | 11,5 | 4955 
215 30,0 24,7 | 995,0 » 1/40 | 11,5 | 462.8 
225 | 32,9 27,1 1111,7 | , 1/41 | 120 | 4941 
195 | 25.9 21,4 9690 | . 1/45 | 110 | 4969 
250 | 30,2 24.8 10120 |. 1/41 | 99 404.8 
195 33,1 27,3 M062 4 152 14,0 511,9 
Mittelwerte 


30,4 25,1 1027,7 ca. 1/41 11,6 477,7 














| 
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Tabelle IVb. 
Versuchstier Nr. 4: Entmilzt. 





Ammoniak- Gesamt- Ammoniak- Gesamt- 





Harn- ey 
menge gare ep stickstoff- | stickstoff- | Nin NH, stickstoff- __stickstoff- 
von ro Tag menge menge ” <n oe menge in menge in 
24 Std. P pro Tag pro Tag 100 com Harn 100 cem Harn 
63 41,1 33,9 970.2 ca. 1/29 52,2 1540.0 
212 80,7 66.6 1439.4 Pe) 31,4 6790 
195 51,7 42,7 1037,4 » 1/24 21,9 532,0 
205 65,5 | 54,0 1061.9 » 1/20 26,3 518,0 
215 159,4 131,5 1023,4 ‘sy ae 61,2 476,0 
217 45,7 37,7 1367,1 « lie 17,4 630.0 
203 60,9 50,2 1239,1 « ts 24,7 6 10,4 
247 110,8 91,4 1314.4 ee 37.0 532,1 
139 55,7 46,0 1167,6 ~ liao 33,1 840,0 
200 82,4 | 68,0 1162,3 ay’ MERE 34,0 581,1 
Mittelwerte 
75,4 62,2 1178.3 ca. 1/19 33,9 693,9 


Vergleichen wir nun die Mittelwerte des Versuchstieres Nr. 4 ent- 
milzt mit den entsprechenden Werten des Normaltieres, so ergeben sich 
folgende Differenzen: 








| Mittl. tagl -Mittl. tagl. 








dada nial st 1) 
Mittlere Mittl. tagl | Mittl. tagl Mittl. Ver- | ne “etl 
te | Ammoniak: | etm hts on | Ammonis Heart 

Ammoniak- — stickstoff- N _ in 100 com | in 100cem 
menge enge menge B\ Harn. Harn 

Normal 30,4 25,1 1027,7 ca. 1/41 11,6 477.7 

Entmilzt 75,4 62,2 1178,3 » 1/19 33,9 693.9 

Ditferenz +450 | —+37,1 | —+150,6 +- 22,3 +216,2 


Daraus ist ersichtlich, daB simtliche Ausscheidungsmengen des ent- 
milzten Tieres gegeniiber dem normalen gesteigert sind. Insbesondere 
weist die Gesamtstickstoffmenge eine erheblicheSteigerung auf (+ 150,6). 
Ebenso ist die Ammoniak- und Ammoniakstickstoffmenge bedeutend 
NinNH, 

N 

Tabelle Va. 

Versuchstier Nr. 5; ca. 4'/, Monate alt. 


erhéht. Das Verhiltnis wird bei Milzlosen gréBer. 





Ammoniak- Gesamt- Ammoniak- Gesamt- 





Harn- 
menge Tn a stickstoff- | stickstoff- | NinNH, _ stickstoff-  stickstoff- 
von pro Tag menge menge N menge in menge in 
24 Std. pro Tag | pro Tag 100c¢m Harn 100 cem Harn 
182 61,9 51,1 637,0 ca. 1/12 28,1 350.0 
163 108,6 89,6 4564 | ,, 1/5 54,9 280.0 
255 199,0 164,2 | 703,3 | « Je 64.4 275.8 
188 96,3 79,4 | 526,4 mae? Y |: 42,2 280.0 
190 110,4 vO 555.3 1/6 47,9 292,3 
Mittelwerte 
115,2 95,0 595.7 ca. 1/6 47,5 995.6 
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Tabelle Vb. 


Versuchstier Nr. 5: Entmilzt. 








Harn- | Ammoniak- 


staat ea rere | Gesamt- 

menge peor } ernie eee Nin NH, |. stickstoff- stickstoff- 

von o ai ig . N menge in menge in 

24 Std. pro Tag | eer Tag pro Tag 100 ccm Harn! 100 cem Harn 
96 15,7 13,0 591,4 ca. 1/45 14,6 616,0 
138 20,4 16,8 946,7 » 1/56 12, 686.0 
150 20,4 16,8 1117,5 , 1/67 11.2 745,0 
188 15.3 12,6 1220,3 » 1/97 yt 668,6 
246 8,8 (e 1377,6 5 1/1%9 3,0 560,0 
240 27,1 22,4 1411,6 » 1/63 93 588.2 
177 10,8 8,9 10159 | ,, 1/114 5,0 574,0 
Mittelwerte 

16,9 14,0 1097,3 | ca. 1/78 8,9 634,0 


Die taglichen Ammoniak- und Ammoniakstickstoffmengen des milz- 
losen Versuchstieres Nr. 5 (Tabelle Vb) variieren nicht wesentlich. Da- 
gegen weisen die Gesamtstickstoffmengen vom 1. bis 3. Tage nach der 
Entmilzung ziemlich groBe Spriinge auf, um dann auf der Hohe von 
1,0 g bis 1,4 g zu schwanken. Ziemlich ausgeglichen sind die auf 100 ccm 
Harn berechneten Stickstoffmengen. Hier wird sogar das anfanglich 
Sprunghafte in die Héhe steigen infolge der kleinen Harnmengen aus- 
geschaltet. Das Verhaltnis . — aindert sich stets stark. Die 
Gegeniiberstellung der Mittelwerte des entmilzten (Tabelle Vb) mit den 
entsprechenden Werten des Normaltieres (Tabelle Va) ergibt folgende 
Differenzen : 








sie | Mittl. tagl. | Mittl. tagl. 
juittlere Mitt. tagl. Mitt. tagl. Vattkiter: | Ammoniak- | Gesamt- 

4 Bi ae Ammoniak- Gesamt- N in NH, stickstoffm. | stickstoffm. 

Ammonlak- | stickstoffm. stickstoffm. - 7 : in 100 cem | in 100 ccm 
Fane? F Harn | Harn 
Normal 115,2 95,0 595,7 ca. 1/6 47,5 295,6 
Entmilzt 16,9 14,0 1097.3 » 1/78 8.9 634.0 
Differenz | — 98,3 -81,0 + 501,6 — 38,6 +- 338,4 


Die taglichen Ammoniak- und Ammoniakstickstoffmengen des ent- 
milzten Tieres sind gewaltig kleiner als die des normalen, dement- 
sprechend verhalten sich auch die Mittelwerte. Analog die auf 100 ccm 
Harn berechneten Mengen. Die tagliche Gesamtstickstoffausscheidung 
des entmilzten Tieres ist michtig gesteigert, ebenso die in 100 cem Harn 


enthaltene Stickstoffmenge. Das Verhaltnis NX ist fiir das ent- 


milzte Tier sehr viel kleiner als fiir das normale. 
Zusammenfassend laBt sich aus den Versuchsergebnissen der 3 ent- 
milzten Tiere folgendes feststellen : 











n 
n 
h 
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1. Bei zwei Tieren andert sich die tagliche Ammoniak- und Ammo- 
niakstickstoffmenge nach der Entmilzung erheblich, und zwar bei einem 
in stark positiver Richtung, beim anderen in stark negativer. Beim 
dritten Tier weichen die tiglichen Ammoniak- und Ammoniakstickstoff- 
mengen des entmilzten nicht merklich von denjenigen des normalen ab. 

Daraus laBt sich der SchluB ziehen, daB die Milz wohl die Ammoniak- 
ausscheidung im Harn beeinflussen kann, nicht aber unter allen Um- 
stainden es tun muB. Welches die Bedingungen zur Regulation sind, bleibt 
eine offene Frage. 

2. Die taglichen Gesamtstickstoffmengen aller drei Versuchstiere 
sind nach der Entmilzung bedeutend gesteigert, und zwar betragt die 
Steigerung bei Nr. 3 ca. 21%, bei Nr. 4 ca. 15%, bei Nr. 5 ca. 84% der 
normalen mittleren Tagesmenge. 

Speziell sei noch darauf aufmerksam gemacht, dab siimtliche Tiere 
stets fieberfrei waren. Das milzlose Tier scheidet somit mehr Stickstoff 
aus, hat also einen gréBeren EiweiBumsatz. Bei Anwesenheit der Milz 
ist also der EiweiBumsatz kleiner als nach deren Entfernung. 

Die Milz greift demnach regulatorisch in den Stoffwechsel ein, und 
zwar gewissermaBen im Sinne der Sparsamkeit. 

Dieser Befund ist in gewisser Beziehung tibereinstimmend mit den 
Ergebnissen von Richet an milzlosen Hunden. Er fand nimlich, dab 
nach Entmilzung das Kérpergewicht um ca. '/, abnahm. 

Zugleich ist es eine Bestatigung der Arbeit von Danoff, der speziell 
fiir den respiratorischen Stoffwechsel an Ratten die gleichen Ergebnisse 
fand. Aus den verschieden groBen Gesamtstickstoffmengen laBt sich 
kein SchluB ziehen auf die GréBe der Regulation der Milz, sondern eher 
handelt es sich hier um eine verschieden groBe Reaktion auf die Ent- 
milzung. 


IV. Einflu8 des kiinstlichen Sauerstoffmangels auf die Ammoniak- und 
Gesamtstickstoffausscheidung im Harn entmilzter Kaninchen. 


In der Versuchsreihe II handelte es sich darum, festzustellen, ob 
bei Sauerstoffmangel beim normalen Kaninchen die Siureregulation in 
Form vermehrter Ammoniakausscheidung im Harn nachgewiesen wer- 
den kénne. Diese vermutete Regulation findet, wie dort erértert, nicht 
statt. Nun war aber die Méglichkeit vorhanden, daB diese Regulation 
eine Funktion der Milz bildete, so daB sie bei den normalen Tieren an 
den Ausscheidungsprodukten im Harn nicht hatte erkannt werden 
kénnen. Aus diesem Grunde, und mehr noch, um die Gesamtstickstoff- 
ausscheidung bei Sauerstoffmangel zu bestimmen, legte ich auch milz- 
losen Tieren einseitigen Pneumothorax an. Die Technik war dieselbe, 
wie in Abschnitt II beschrieben wurde. 
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Nach der Operation zeigten die Tiere hochgradige Dyspnoe, die 
ca. 3 Tage dauerte, um dann schnell abzuklingen. 
Die Versuchsergebnisse sind zusammengestellt in den Tabellen IV c¢ 


und Ve. 


Tabelle IV ec. 
Versuchstier Nr. 4: Entmilzt und mit Pneumothorax rechts. 





Harn- — ammoniak- 
. menge | 
24 std. | Pro Tas 
172 80,3 
200 85,4 
225 65,8 
230 70,2 
75,4 


Versuchstier No. 5: Entmilzt und mit 


Ammoniak- Gesamt- ren 
stickstoffm.  stickstoffm. N in NH, 
pro Tag pro Tag N 

66,2 1112.3 ca. 1/17 
70,5 1476,3 1/21 
54,3 1575,0 » 1/29 
57,9 1480,2 1/26 

Mittelwerte 
62,2 1410,9 ca. 1/23 


Tabelle V ec. 


Ammoniak- 
stickstoff- 
menge in 


Gesamt- 
stickstoff- 
menge iu 


100 cem Harn| 100 ccm Harn 


38,5 
35.3 
24,3 
25,2 


30,8 


647,9 
738,1 
700,0 
643,6 


682.4 


Pneumothorax rechts. 





Harn- Ammoniak- Ammoniak- | Gesamt- N in N 
— menge | stickstoffm. | stickstoffm. ps a H, 
24 Std. | pro Tag | pro Tag | pro Tag é 
255 16,0 133 1106,7 ca. 1/84 
200 19,6 16,4 1120,2 1/68 
187 25,4 21,0 | 1387,5 » 1/66 
205 22,0 18,2 1196.6 » 1/66 
Mittelwerte 
20,8 hie 1202,7 ca. 1/70 








| 

| Ammoniak- 
| stickstoff in 
| 100 ccm Harn 


20 = 00 gr | 


— 


tortor | 


84 


Gesamt- 
stickstoff- 
menge in 

100 cem Harn 


434 


Sowohl bei Versuchstier Nr. 4 als auch Nr. 5 fallen besonders die 


hohen taglichen Gesamtstickstoffmengen auf. 


Die Harnmengen sind 


ziemlich groB, so daB dadurch die auf 100 cem bezogenen Ausscheidungs- 


mengen relativ kleiner werden. 


Bemerkungen AnlaB. 

Vergleichen wir nun die Resultate von Versuchstier Nr. 4 entmilzt 
(Tabelle IV b) mit denjenigen des gleichen Tieres, aber entmilzt und mit 
Pneumothorax versehen (Tabelle [Vc), so sehen wir folgende Unter- 


schiede : 


Die iibrigen Werte geben zu keinen 








i Mittl. tagl. | Mittl. tag. 
Mittlere Mittl. tagl. Mittl. tagl. Mittleres | Ammoniak- Gesamt- 
tagliche Pn . Verhaltnis a , 
ink Ammoniak- Gesamt- N in NH stickstoffm. stickstoffm. 
| Ammonisk- stickstoffm. stickstoffm. ——- : | in 100 cem_—_ in 100 cem 
2 Tati . | Harn Harn 
Entmilzt 75,4 62,2 1178.3 ca. 1/19 33,9 693,9 
Entmilzt u. 
Pneumo- cE 
thorax . 75,4 62,2 1410,9 i 1/88 30,8 6§82,4 
Differenz 0 0 -+ 232,6 — 3,1 — 11,5 
q 




















Funktion der Milz, insbes. bei normalem und erhéhtem Sauerstoffbedarf. 265 


Die mittleren taglichen Ammoniak- und Ammoniakstickstoffmengen 
beim entmilzten und beim entmilzten und mit Pneumothorax ver- 
sehenen Tiere sind genau gleich groB. Die entsprechenden mittleren 
taglichen Gesamtstickstoffmengen hingegen zeigen grobe Unterschiede, 
indem das entmilzte und mit Pneumothorax versehene Tier dem nur 
entmilzten gegeniiber auffallend mehr Stickstoff ausscheidet. Die 
Steigerung betrigt ca. 20%. Bei den auf 100ccm Harn bezogenen 
Stickstoffmengen kommt diese Steigerung nicht zum Ausdruck, da die 
Harnmengen beim entmilzten und mit Pneumothorax versehenen Tier 
gréBer sind als die der nur entmilzten. 

Versuchstier Nr. 5, entmilzt und mit Pneumothorax versehen 
(Tabelle Ve), verglichen mit dem nur entmilzten Tier (Tabelle Vb), 
ergibt : 








Mittl. tagl. Mittl. tagl. 





M ittlere Mittl. tagl. Mittl. tagl. peeitheeee Ammoniak- Gesamt- 
tagliche Mi Verhiltnis ; of 
n iak Ammoniak- Gesamt- N in NH stickstoffm. stickstoffm. 
Ammoniak-' stickstoffm. stickstoffm. - ——* jin 100 ccm in 100 ecm 
menge N 
t Harn Harn 
Intmilzt 16,9 14,0 1097,3 | ca. 1/78 8.9 634.0 
Entmilzt u. 
Pneumo- 
thorax . 20,8 17,2 1202,7 » 1/0 8.4 579,9 
Differenz +39 | +32 | + 1054 —0,5 | —54,1 


Die mittleren taglichen Ammoniak- und Ammoniakstickstoffmengen 
sind annahernd gleich beim nur entmilzten und beim entmilzten Tier 
mit Pneumothorax. Die mittleren tiaglichen Gesamtstickstoffmengen 
sind beim entmilzten mit Pneumothorax gesteigert, und zwar um 
ca. 10%. Die auf 100ccm Harn bezogenen Mengen sind beim ent- 
milzten mit Pneumothorax deshalb kleiner, weil die Harnmengen gréBer 
sind. 

Aus den beiden tibereinstimmenden Resultaten von Versuchstier 
Nr. 4 und Nr. 5 lassen sich folgende Schliisse ziehen : 

1. Die Ammoniakmengen des entmilzten Kaninchens unter Sauer- 
stoffmangel werden nicht gréBer. Das entmilzte Kaninchen bei Sauer- 
stoffmangel verhalt sich in bezug auf Ammoniakausscheidung im Harn 
gleichwie das normale Tier bei Sauerstoffmangel. Die Milz ist also 
bei Sauerstoffmangel an der Siureregulation nicht beteiligt. 

2. Beim entmilzten Kaninchen bei Sauerstoffmangel steigert sich 
die im Harn ausgeschiedene Gesamtstickstoffmenge. Beim entmilzten 
Tier mit erhéhtem Sauerstoffbedarf tritt also der vermehrte Eiweib- 
umsatz noch besser in Erscheinung als beim nur entmilzten. 

Nachdem Streuli gefunden hatte, daB milzlose Ratten Sauerstoff- 
mangel viel schlechter vertragen als normale, war es klar, daB die Milz 
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irgendeinen regulatorischen EinfluB ausiiben muBte. Den Beweis brachte 
Danoff fiir den respiratorischen Stoffwechsel. Negativ waren die 
Resultate, wie eingangs erwaihnt, an Hunden. 

Aus den vorliegenden Untersuchungen zeigt: sich nun, daB beim 
Kaninchen schon nach bloBer Entmilzung eine vermehrte Stickstoff- 
ausscheidung eintritt; viel gréBer wird aber die Stickstoffausscheidung 
noch bei erhéhtem Sauerstoffbedarf. Damit wird Streulis Arbeit 
nicht nur bestatigt, sondern auch ursichlich erliutert. Die Beobach- 
tungen, die ich in meiner Arbeit mitgeteilt habe, bestatigen, von anderer 
Basis ausgehend, die friiheren Untersuchungen tiber die Beziehungen 
der Milz zum Stoffwechsel, sie liefern den direkten Beweis, daB bei 
entmilzten Kaninchen der EiweiBumsatz gesteigert ist, im ferneren 
verneinen sie die Beteiligung der Milz an der Saureregulation bei Sauer- 
stoffmangel. 

Als neuer Beitrag zur Milzphysiologie geht daraus hervor, daB bei 
milzlosen Kaninchen unter Sauerstoffmangel eine gesteigerte Stickstoff- 
ausscheidung im Harn auftritt, daB also unter diesen Bedingungen der 
EiweiBumsatz gesteigert ist und bedeutend besser wahrgenommen wird 
als beim nur entmilzten Tier. Hierbei mu angenommen werden, dab 
nicht nur die Entmilzung allein ihren EinfluB geltend macht, sondern 
daB auch die antagonistische Wirkung der Schilddriise, wie sie durch 
Dubois bewiesen wurde, mithilft. 

Zusammenfassend lat sich der Inhalt meiner Arbeit in folgenden 
Saitzen ausdriicken: 

1. Beim normalen Kaninchen tritt bei erhéhtem Sauerstoffbedarf 
keine Vermehrung des Ammoniakgehaltes des Harnes auf. 

2. Nach der Entmilzung kann eine Veranderung der Ammoniak- 
menge im Harn auftreten. 

3. Die Milz kann einen EinfluB ausiiben auf die Ammoniakaus- 
scheidung im Harn, muB es aber nicht. 

4. Erhéhter Sauerstoffbedarf hat bei milzlosen Kaninchen keine 
Veriinderung des Ammoniakgehaltes des Harnes zur Folge. 

5. Entmilzte Kaninchen scheiden mehr Stickstoff aus im Harn als 
normale. 

Der EiweiBumsatz entmilzter Kaninchen ist somit gréBer als der- 
jenige normaler. 

Bei Vorhandensein der Milz ist demnach der EiweiBumsatz geringer ; 
Entmilzung hat VergréBerung desselben zur Folge. 

Die Milz hat also einen regulatorischen EinfluB auf den Stoffwechsel, 
und zwar im Sinne der Sparsamkeit. 

6. Bei erhéhtem Sauerstoffbedarf ist die Stickstoffausscheidung 
milzloser Kaninchen gesteigert. Die Steigerung des Eiwei®umsatzes 
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tritt unter diesen erschwerenden Bedingungen besser in Erscheinung 
als bei nur bloBer Entmilzung. 

7. Die Ergebnisse der Arbeiten von Danoff, Dubois, Streuli 
und Richet werden auf andere Weise bestitigt. 


Zum SchluB ist es mir eine angenehme Pflicht, meinem verehrten 
Lehrer, Herrn Professor Dr. L. Asher, fiir die Anregung zu der vor- 
liegenden Arbeit und fiir die Unterstiitzung bei der Ausfiihrung der- 
selben meinen verbindlichsten Dank auszusprechen. 


Literatur. 

Asher, Die Naturwissenschaften, Wochenschr. H. 43, S. 653, 1917. Ashe 
und Danoff, diese Zeitschr. 93, 44. — Asher und Dubois, diese Zeitschr. 
82, 141. — Asher und Streuli, diese Zeitschr. 87, H. 5 u. 6. Biirker, 
Uber Anderung der sauerstoffiibertragenden Oberflache des Blutes bei Anderung 
der respiratorischen Oberflache der Lungen. Richet, Des Effets de | Ablation 


de la rate sur la nutrition. Journ. de physiol. et de pathol. gén. 14, 689—702. 
1912; 15, 579—583. 1913. 














Uber die Beeinflussung der Fettspaltung dureh Strahlung. 


Von 


Ludwig Pineussen und J. L. Anagnostu (Athen). 
(Aus der IT. medizinischen Klinik der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 26. November 1921). 


Die hier zu schildernden Versuche beschiftigen sich mit der Be- 
einflussung der fettspaltenden Kraft des Serums. Einerseits wurde der 
EinfluB des dem Tiere entnommenen und dann bestrahlten Serums, 
andererseits der des Serums mit Strahlen behandelter Tiere gepriift. 
Neben der eigentlichen Lichtstrahlung wurden auch die verwandten 
Energien der Réntgenstrahlung sowie der elektrischen Wellen in das 
Bereich der Untersuchungen gezogen. 


Samtliche Versuche wurden mit der physikalisch-chemischen Methode der 
Fettspaltung angestellt. Als Substrat dienten wasserige Liésungen des Mono- 
und Tri-Esters der Buttersiure, die auf erordentlich stark kapillaraktiv sind, 
waihrend die Spaltprodukte diese Eigenschaft nur in sehr geringem Mafe oder 
garnicht besitzen. Nach den Versuchen von Michaelis und Rona ist die durch 
die Fettspaltung bewirkte Zunahme der Oberflichenspannung der Lésungen von 
Mono- und Tributyrin als genauer Indikator der Fettspaltung anzusehen. Aus 
diesem Grunde wurde von einer anderen Methode, die sich in der Ausfiihrung 
erheblich komplizierter gestaltet hitte, abgesehen. Insbesondere erschien uns das 
genannte Verfahren fiir den zunichst gewiinschten Uberblick als durchaus hin- 
reichend. Die Methodik gestaltete sich einfach so, daB8 durch Schiitteln weniger 
Tropfen von Monobutyrin oder Tributyrin mit Wasser bzw. einer geeigneten 
Phosphatlésung eine gesittigte Esterlésung hergestellt wurde, die durch Filtration 
durch ein angefeuchtetes Filter von iiberschiissigem Ester befreit wurde. Zu 
einer bestimmten Menge Butyrinlésung wurde in der Regel 0,5 ccm des zu priifen- 
den Serums gesetzt und stalagmometrisch die Oberflichenspannung sofort wie 
nach bestimmten Intervallen bestimmt. Die meisten Versuche wurden mit dem 
Viscosistagonometer ausgefiihrt und die Anzahl Teilstriche gemessen, welche einer 
bestimmten Anzahl von Tropfen entsprachen. In anderen Versuchen wurde ein 
Stalagmometer benutzt, dementsprechend die Anzahl der auf einen bestimmten 
Rauminhalt fallenden Tropfen festgestellt. Die nachfolgend angegebenen Werte 
geben einfach diese Zahlen. Eine Umrechnung erschien bei dem auf diese Weise 
sehr klaren Bilde nicht notwendig. 


Es war zuniichst zu priifen, ob Butyrinlésungen selbst durch Be- 
lichtung aufgespalten werden. Wie Tabellen I und II zeigen, bleibt die 
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Oberflachenspannung nach Belichtung sowohl mit nacktem Kohlen- 
bogenlicht als auch nach Belichtung mit hochkerzigem Gliihlicht un- 
veriindert, sei es, daB die Lésungen ohne Zusatz belichtet waren, oder 
daB ihnen sensibilisierende Farbstoffe (5°, einer 2 proz. Lésung von 
Eosin blaulich oder einer 0,2 proz. Lésung von Methylenblau) zugesetzt 
waren. 


Tabelle LI. 


Messung der Oberflachenspannung von Butyrinlésungen. 


Teilstriche Lésung allein Zusatz von Eosin 
im Viscosistagonometer Monobutyrin _Tributyrin Monobutyrin Tributyrin 


12 Tropfen vorher 21,6 22,2 21,8 22,4 


nach Belichtung 30’ mit Koh- 


lenbogenlicht 1500 N.-K. 21,7 22,3 21,9 22,6 
nach Stehen im Dunkeln . 21,7 22,2 21,9 22,5 


Tabelle II. 


Oberflachenspannung im Dunkeln gehaltener und belichteter Butyrin- 
losungen. 


Belichtung 6" durch gekiihltes hochkerziges Gliihlicht (wie oben). 


a) Monobutyrin a) allein b) + Methylenbl. c) + Eosin 
hell dunkel hell dunkel hell dunkel 
A a ae, 22,7 22,0 22,5 21,8 21,7 
te Oi: 22,7 22,3 22,5 21,6 21,6 
TE Ee a> endl yee, Se 22,7 22,3 22,5 21,8 21,8 
ee ee ar eee ee 22,8 22,1 22,5 21,8 21,5 
b) Tributyrin 
Apts eae crmas: 20,8 20,5 20,5 20,8 20,5 
PACD it Se aT 20,8 20,7 20,5 20,7 20,4 
2a GM Pe ae ae 20,5 20,8 20,8 20,5 20,3 
2 mee, 20,5 20,8 20,8 20,5 20,2 


Wurde normales Kaninchenserum unter entsprechenden Vorsichts- 
maBregeln mit hochkerzigem Gliihlicht von 300 N-Kerzen bestrahlt 
durch zwischengeschaltetes Wasser waren die Wiirmestrahlen aus- 
geschaltet, ebenso war eine Verdunstung hintenangehalten — so ergab 
sich, wie Tabelle III zeigt, in allen Fallen eine Abnahme der ester- 
spaltenden Fahigkeit des Serums, gleichviel ob Monobutyrin oder Tri- 
butyrin angewandt wurde. Die Abnahme war deutlich bei der Be- 
strahlung allein fiir Monobutyrin, dagegen nur gering fiir Tributyrin: 
bei beiden Substraten aber sehr ausgesprochen auf Zusatz sensibili- 
sierender Farbstoffe; maBig groB auf Zufiigung von 5%, einer 0,2 proz. 
Lésung von dichloranthracendisulfosaurem Natrium, ganz besonders 


stark aber bei Zugabe von Eosin. 
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Tabelle II. 


Fettspaltung durch belichtetes und unbelichtetes Kaninchenserum. 


Vor Belichtung 


12 Tropfen im Viscosistagono- 


a) Monobutyrin 


Nach 6stiind. Belichtung 30 cem von 
300 N.-K.-Nitralampe 


: t. dichlor- 
nicht 


meter entspr. Teilstrichen — bestrahlt ohne Zusatz + Eosin anthrecen- 
disulfos. Na 
erster Wert 24,2 24,5 24,0 23,5 
nach 30’ 25,0 25,2 24,0 28,7 
> G0! 26,7 26,4 24,2 24,7 
120’ 29,5 27,8 24,2 26,0 


b) Tributyrin 


erster Wert . 24,5 23,0 24,2 24,5 
nach 30’ 27,5 26,: 24,3 25,5 
60’ 29,7 27,3 24,7 26,0 

7 ae 29,8 28,0 24,0 28,0 


Im Gegensatz hierzu ist Réntgenbestrahlung von 20 Minuten des 
5 cm unter der Lampe in einer Schichtdicke von 2 cm den Strahlen aus- 
gesetzten Serums ohne EinfluB auf dessen esterspaltende Fiahigkeit. 


(Tabelle IV.) 


Tabelle IV. 


Fettspaltung durch normales Serum vor und nach Réntgenbestrahlung 


desselben. 


0,5 com Serum + 1 ccm Phosphatlésung + 20 ccm Butyrinlésung. 


12 Tropf. i. Viscosistagono- Monobutyrin, Bestrahlung Tributyrin, Bestrahlung 








meter entspr. Teilstrichen vor nach vor nach 
erster Wert . 24,0 24,0 24,3 25,0 
nach 30’ 25,5 26,0 26,5 26,0 
i, 26,8 26,7 27,4 27,5 
»» 120’ 29,0 29,2 29,5 30,0 


Versuche, welche iiber den Einflu8 der Bestrahlung des ganzen 
Tieres auf das fettspaltende Vermégen seines Serums angestellt wurden, 
zeigen zum Teil ein den beschriebenen Ergebnissen ahnliches Bild, 
in anderen Fallen dagegen erhebliche Abweichungen. Das gilt besonders 
von den Versuchen mit der Zufuhr verwandter Energien, weniger der 
Réntgenstrahlung als der elektrischer Str6me verschiedener Art. Die 
Sensibilisierung mit Eosin und anderen Farbstoffen erfolgte durch 
subcutane Injektion der sterilen Lésung kurz vor Belichtung, die hier 
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ausschlieBlich mit hochkerzigem Gliihlicht vorgenommen wurde. Ta- 
belle V zeigt die Verhiltnisse an weiBen Kaninchen, welche 6 Stunden 
lang bestrahlt worden waren. 

Tabelle V. 


Fettspaltung durch das Serum des Kaninchens, unbehandelt und 


bestrahlt. 
12 Tropf. entspr. Bestrahlt m. Nitra- Sensibil ae 
i. Viscosistagonom. Unbehandelt lampe 1500 N.-K., "©"! " , =. Boeie 
Teilstrichen 1 m Entfernung und bestrahit 


a) Monobutyrin 


erster Wert 24,7 24,2 24,0 
nach 30’ 26,5 24.6 25,7 
op 27,0 25,2 25,7 
» 1 27,5 26,2 26,0 
b) Tributyrin 
erster Wert 24,2 24,3 24,7 
nach 30’ 27,1 25,0 26,7 
>» 60’ 27,1 25,3 26,7 
» 120’ 27,6 27,0 27,0 


Es resultiert eine geringe Abnahme des lipolytischen Vermégens, bei 
Monobutyrin etwas gr6éBer als beim Tributyrin. 

Bei den folgenden Versuchen, welche beim gleichen Tier (weiBes 
Kaninchen) die Einwirkung des Lichtes allein sowie nach subcutaner 
Injektion von blauen Farbstofflésungen (Trypanblau 0,5°, Methylen- 
blau 0,02°%), andererseits die EKinwirkung der Réntgenstrahlen zeigen, 
erfolgte die Bestimmung der Oberflichenspannung — abweichend von 
den sonstigen, in dieser Arbeit geschilderten Versuchen) mit Hilfe des 
Stalagmometers: gréBere Tropfenzahl entspricht also niedrigerer Ober- 
flichenspannung. 


Fiir diese Versuche wurden gemischt 50 ccm einer gesattigten filtrierten Tri- 
butyrinlésung (hergestellt durch Schiitteln einiger Tropfen Tributyrin mit einer 
Mischung von 50 ccm Wasser, 0,5 ccm M/3 primérem Natriumphosphat und 
3,5 com M/3 sekundirem Natriumphosphat) und 0,5 cem Blutserum. Die Tropfen- 
zahl im Stalagmometer, das 18,7 Tropfen Wasser enthielt, wurde, waihrend das 
Gemisch bei Zimmertemperatur stehen blieb, alle 10 Minuten bestimmt. Be- 
lichtung erfolgte ebenfalls durch hochkerziges Glihlicht (Nitralampe), die sich 
80 ccm iiber dem Kafig befand. Wasserkiihlung war zwischengeschaltet. Dauer 
jeder Belichtung 8 Stunden. Zwischen den verschiedenen Behandlungen lagen 
mindestens 4, meistens 5—6 Tage. Blutentnahme erfolgte stets an dem auf die 
Behandlung folgenden Morgen beim niichternen Tier. Fiir die Réntgenbestrah- 
lung wurde eine mittelharte Strahlung angewandt, Entfernung 23 cm, !/, Ery- 
them- Dosis. 
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Tabelle VI. 


Fettspaltung durch Kaninchenserum nach Belichtung bzw. Réntgen- 


bestrahlung. 
Zahl d. Belichtet Belichtet Belichtet Behandelt 
Tropf. im Un- ohne nach2cem nach2ccem mit Rént- 6 Tage spit., 
Stalagmo- behandelt Behand- Trypan- Methylen- genstrah- unbehandelt 
meter lung blaulsg. —_ blaulsg. len 
erster Wert 27,8 27,3 27,2 27,6 27,4 27,5 
nach 10’ 26,6 26,9 26,8 27,3 27,0 27,1 
ee 26,3 26,6 26,6 27,0 27,0 27,1 
es 26,2 26,0 26,5 26,9 26,6 26,6 
» 40’ 25,5 25,4 26,1 26,6 26,4 26,2 
oo ee 25,4 24,6 25,7 26,3 25,7 26,0 
» 25,3 24,3 25,4 26,1 25,4 25,7 
a ae. 23,5 23,4 25,0 25,8 25,2 25,6 
o 22,5 22,8 24,8 25,6 24,5 25,6 
ee. 22,0 22,7 24,7 25,4 24,0 25,5 


Also auch hier ergibt sich eine deutliche Abnahme des fettspaltenden 
Fermentes. Sie ist nur gering bei einfacher Belichtung, gesteigert nach 
Sensibilisierung mit Trypanblau, sehr deutlich und stark bei Methylen- 
blau. 

Dieser Versuch zeigt auch, im Gegensatz zum normalen, réntgen- 
bestrahlten Serum, eine deutliche Abnahme der Fettspaltung des Se- 
rums des bestrahlten Tieres, die noch mehrere Tage nach der Bestrahlung 
erheblich zunimmt. 

Bestrahlungen mit schwicheren Dosen ergaben nach Aussage der 
Tabelle VII zunichst eine deutliche Zunahme der lipolytischen Fiahig- 
keit: auf gréBere Dosen zeigt sich auch hier eine Abnahme, der jedoch 
eine baldige Erholung folgt. Hier erfolgte die Applikation der Strahlung 
in 5em Entfernung der Réhre vom Tier auf den Bauch desselben; die 
erste Bestrahlung dauerte 10 Minuten, die Blutabnahme erfolgte 
1 Stunde spater; vor der zweiten Blutabnahme war das Tier an den 
zwei vorherigen Tagen in gleicher Weise je 10 Minuten bestrahlt worden. 
Die besonders schwierige Dosierungsfrage der Rontgenstrahlen 1laBt 
weitere Versuche erwiinscht erscheinen. 


Tabelle VII. 
Fettspaltung durch Serum von Kaninchen vor und nach Rontgen- 


bestrahlung. 
12 Tropfen entsprech. ® ,  Bestrahlt ohne weitere 
Teiletrichen, Unbehandelt Bestrahit 10 2mal 10’ Behandlung 
a) Monobutyrin 
Mester *Wert 244.4) 6 es 22,4 22,8 22,0 23,0 
Rie OS LK. 24,8 25,2 23,2 24,2 
er wre fe ere 25,0 25,6 23,5 25,8 


SPM, Bal RAS aT is 1%, 25,3 26,7 24,3 26,2 
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b) Tributyrin 


Mreter Wert. ..«... 24,3 23,0 24,0 22,0 
eS, | 25,2 25.6 24,8 24,6 
es at alse, eh 25,5 26,3 25,8 26,2 
Bane S502 Wake: BRK 27,0 27,4 26,5 28,0 


Wiahrend die Behandlung mit Licht- und Réntgenstrahlen fast 
ausschlieBlich zu einer zum Teil betrichtlichen Herabminderung der 
esterspaltenden Fiahigkeit des Blutes fiihrt, ergeben Versuche iiber die 
Kinwirkung elektrischer Energie auf die Versuchstiere ein ganz anderes 
Bild. Tabelle VIII. zeigt, wie sowohl die Diathermierung des Tieres 
(1 Amp.) als die Applikation des galvanischen Stromes von 5 Milli-Amp. 
zu einer deutlichen Zunahme der fettspaltenden Fahigkeit fiihren. 


Tabelle VIII. 
Fettspaltung durch Serum von Kaninchen vor und nach Behandlung 
mit elektr. Strémen. 


12 Tropf. entspr. Teil- Unbehandelt Diathermiert nochmals diath. Galv. Strom 


strichen im Visk. 20’ 20’ 5 MA 15’ 
a) Monobutyrin 
irster Wert . 25,7 26,0 24,8 26,5 
nach 30’ 26,2 27,5 27,1 28,5 
» 60’ 27,6 29,3 28,2 30,5 
120’ 28,0 29,5 30,5 30,8 
b) Tributyrin 
Erster Wert. ..... 26,1 26,5 23,6 26,0 
ES Sepia 26,6 29,0 26,0 27,0 
lee ee 27,3 29,6 28,5 29,7 
Se rae 27,7 30,0 28,5 29,7 
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Uber die Bestimmung kleiner Zuckermengen nach dem 
Bertrandschen Verfahren. 


Von 


Irene Greiner. 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Budapest.) 
(Eingegangen am 26. November 1921.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Durch die im Jahre 1898 geiuBerte Bemerkung Pfliigers'), wonach 
fiir die Fehlingsche titrimetrische Bestimmung des Zuckers allein 
29 Modifikationen vorgeschlagen wurden, sind die Schwierigkeiten einer 
exakten Zuckerbestimmung hinlanglich charakterisiert. — Und wenn 
seit dem genannten Zeitpunkte Dutzende und abermals Dutzende neuer 
Verfahren und Modifikationen namentlich zur Bestimmung kleiner 
Zuckermengen mitgeteilt wurden, zeugt dies dafiir, daB das Problem 
noch immer nicht gelést ist. 

Es unterliegt keinem Zweifel, daB der Bertrandschen Methode?), 
soweit es sich um Mengen von mehr als 10 mg Zucker in 20 cem der 
Lésung bzw. in 60 ccm Gesamtfliissigkeit (20 cem der zu untersuchenden 
Lésung und je 20 ccm der beiden Reagenslésungen) handelt, keine andere 
iiberlegen ist; und in richtiger Erkenntnis dieses Tatbestandes hat es 
nicht an Bestrebungen gefehlt, dieser Methode eine Form der Aus- 
fiihrung zu geben, die auch die Bestimmung von weniger als 10 mg 
gestattet. Dabei ist man z. B. von der theoretisch richtigen Voraus- 
setzung ausgegangen*), dali durch Zusatz einer genau bekannten Zucker- 
menge die urspriinglich zu geringe Konzentration des Zuckers kiinstlich 
gesteigert und hierdurch ein glatter Verlauf der Reaktion erzwungen 
werden kénne. Hiergegen gibt es aber ein Bedenken: zu den Fehler- 
quellen, die einer jeden Bestimmung naturgema® innewohnen, wird 
eine neue, kiinstliche hinzugefiigt, die um so schwerer ins Gewicht 


1) E. Pfliiger, Pfliigers Archiv f. d. ges. Physiol. 69, 399. 1898. 

2) M. G. Bertrand, Bull. de la soc. chim. de Paris 35, 1285. 1906. 

3) Méckel und Frank, H., Zeitschr. f. physiol. Chem. 65, 323. 1910. — 
Klopstock - Kowarsky, Praktikum der klinischen chemisch-mikroskopischen 
und bakteriologischen Untersuchungsmethoden. 1917, 8S. 299. 
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fallt, je geringer die zu bestimmende Zuckermenge im Verhiiltnis zum 
Zusatze ist. 

Ich habe einen anderen Weg eingeschlagen. Theoretisch liegt nam- 
lich kein Grund vor, warum die Bertrandsche Bestimmung nicht an 
Zuckermengen unter 10 mg auszufiihren ware. Trigt man die Zucker- 
mengen von 10 mg aufwirts als Abszissen, die entsprechenden Mengen 
von Cu der Bertrandschen Tabelle als Ordinaten in ein Koordinaten- 
system ein, so erhailt man eine Kurve, die gegen die absteigenden Zucker- 
bzw. Cu-Mengen verlingert, bei- a 
nahe genau den Anfangspunkt des = %@>~7 
Koordinatensystems, wo 0 mg 0) 
Zucker 0 mg Cu entsprechen, — yg 
trifft. Also miissen die durch | 
Extrapolation fiir weniger als 
10 mg Zucker erhaltenen Cu- 
Werte richtig sein. 40} 

Praktisch verhalt sich die Sa- 60: 
che allerdings anders, indem. wie —_y 
man sich leicht tiberzeugen kann, 
die Reduktion, falls die Zucker- y - 
menge erheblich weniger als 10 mg 0 Bt, k. «50 60 70 8 9 10 
in 60 ccm Gesamtfliissigkeit (zu 
untersuchende Lésung plus beide Reagenslésungen) betriigt, unzuverliissig 
und unvollkommen abliuft. Um da abzuhelfen, habe ich in Anklang 
an den Benedictschen und Bangschen Vorschlag, die das Cu(OH), 
durch CuCO,!) ersetzen, zuniichst statt der Lésung von Seignettesalz 
und Lauge eine solche versucht, die wohl Seignettesalz, jedoch an Stelle 
der Lauge Na,CO, enthielt. Diese Lésung erwies sich jedoch als un- 
brauchbar; denn 20 cem derselben mit ebensoviel Kupferlésung (ohne 
Zusatz von Zucker) durch 3 Minuten erhitzt, lieBen nach '/,stiindigem 
Stehen einen ganz erheblichen Niederschlag von gelbem Cu,(OH), zu 
Boden fallen; und zwar auch, als ich mehrmals umkrystallisiertes 
Carbonat verwendet hatte. Besser ging es, als ich der Seignettesalz- 
lésung nebst dem Carbonat noch NaHCO, hinzufiigte; doch hatte sich 
beim Erhitzen auch so noch ein wenig Cu,O gebildet. Vollen Erfolg 
hatte ich erst, als ich statt einer Lésung von Seignettesalz, Carbonat 
und Hydrocarbonat, zwei Loésungen benutzte, deren eine kein Seignette- 
salz, bloB Na,CO, und NaHCO,, die andere Seignettesalz und Na(OH) 
enthielt. Je 20cem dieser Lésungen mit 20cem der Kupferlésung 


120 | 


100| 





20 


ohne Zusatz von Zucker erhitzt, gaben keine Spur einer Reduktion: 
1) V. C. Meyrs, Miinch. med. Wochenschr. 1912, 8. 1494. —- J. Bang, diese 
Zeitschr. 2, 271. 1906; 87, 248. 1917. 
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wurde vorher | mg Zucker zugesetzt, so entstand ein deutlicher Nieder- 
schlag von reduziertem Kupfersalz. 

Es haben sich mir die folgendermaben hergestellten Lésungen am 
besten bewihrt. 

1. Die von B. vorgeschriebene Kupferlésung: 40 g CuSO, in Wasser ad 1 | 
gelost ; 

2. Die von B. vorgeschriebene alkalische Seignettesalzlésung: 150 g NaOH 
und 200 g Seignettesalz in Wasser ad 1 | gelést; 

3. 150 g Na,CO, und 30 g NaHCO, in Wasser ad 1 | gelést; 

4. Die von B. vorgeschriebene Eisenlésung: 50 g Fe,(SO,), und 200 g cone. 
H,SO, in Wasser ad 1 | gelést; 

5. eine "/59-Kaliumpermanganatlésung. 

Zunachst ging ich daran, die Bestimmung in Lésungen, die mehr 
als 10 mg Zucker enthielten, einerseits mittels der urspriinglichen von 
Bertrand angegebenen Reagenslésungen, andererseits unter Zusatz 
der oben angegebenen Carbonatlésung unter den weiter unten ausfihrlich 
angegebenen Bedingungen vorzunehmen. Denn nur in dem Falle konnte 
mein Verfahren zur Bestimmung auch geringerer Zuckermengen ge- 
eignet sein, wenn damit die Bestimmung von mehr als 10 mg Zucker 
ebenso genau auszufiihren ist, wie mit der urspriinglichen Methode. 

Die Ergebnisse dieser Versuche sind in nachstehender Tabelle I 
zusammengestellt. 

Tabelle L. 





Von mir bestimmt 
d-Glucose nach der B.schen 
Tabelle Cu nach der B.schen Original- nach dem modifizierten 
vorschrift Cu Verfahren Cu 
mg mg mg mg 
10 20,4 20,7 20.6 
15 30,2 30,3 30,2 
20 40,1 40.2 40.3 





Da es sich auf diese Weise herausgestellt hatte, dab die modifizierte 
Methode wohl verwendbar sei, ging ich daran, die der d-Glucose ent- 
sprechenden Mengen von Cu festzustellen, wenn die Menge der d-Glu- 
cose weniger als 10 mg bis herunter zu 1 mg betragt. Dabei habe 
ich, um mit méglichst geringen Mengen der Reagenslésungen aus- 
zukommen, jeweils mit der Halfte der von Bertrand vorgeschriebenen 
Fliissigkeitsmengen gearbeitet: Es wurden 10 ccm der zu untersuchen- 
den Lésung mit je 10 cem der Kupfer- und der Carbonatlésung versetzt. 
dann 10 cem der alkalischen Seignettesalzlésung hinzugefiigt und im 
iibrigen, was Erhitzen, Filtrieren, Waschen des Niederschlages und 
Titrieren anbelangt, genau nach der Originalvorschrift verfahren; mit 
dem Unterschied jedoch, daB ich die Flissigkeit nach beendetem Sieden 
(durch 3 Minuten) ', Stunde lang abkiihlen lieB. Je nach dem mehr 
oder weniger Zucker vorhanden war, habe ich, um die bei der Titration 
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unvermeidlichen Versuchsfehler méglichst zu verringern, bald eine in 
1/19 com geteilte Biirette von gew6hnlichem Fassungsraum, bald eine 
in 4/59 baw. 1/19) cem geteilte Biirette verwendet, die bloB 5cem fabte. 
In nachfolgender Tabelle IL sind die von mir in mehreren Versuchs- 
reihen erhaltenen Werte zusammengestellt, die zwar infolge der un- 
vermeidlichen Versuchsfehler manche Schwankungen aufweisen, jedoch 
alles in allem verwendbare Mittelwerte geben. (5. Stab der Tabelle 11.) 


Tabelle IL. 





Meine Werte 





Cu mg 

x-Glucose Durch Extrapo- - pactataypedy 
i Versuchs- Versuchs- | Versuchs- we Ss ants “eee a 
i a veihe 1 reihe II ecihe I Mittelwerte pay eo we 

9 18,7 19,1 18,7 18,8 18,4 + 2,2 

8 16,5 16,8 16,6 16,6 16,4 + 1,2 

7 14,7 14,8 14,6 14,7 14,3 2, 

6 12,9 12,7 12,5 12,7 12,3 a2 

5 10,2 10,5 10,5 10,4 10,3 +10 

4 8,42 8,28 8.54 8.41 8,24 2,2 

3 6,51 6.30 6.41 6,41 6,19 +3,6 

2 4,29 4,40 4,57 4,42 4,14 6.8 

| 2,20 2.30 2,10 2,20 2.07 -6,3 


Will man diese Zahlen auf ihre Verwendbarkeit bzw. auf ihre Plau- 
sibilitat hin priifen, so ergeben sich folgende Gesichtspunkte: 1. Berech- 
net man aus der Bertrandschen Originaltabelle, wieviel Cu je 1 mg 
Zucker entspricht, falls in der Lésung 10—100 mg Zucker vorhanden 
waren, so erhalt man als selbstverstindliche Folge des S. 275 abgebildeten 
Kurvenverlaufes die folgende Zahlenreihe : 


bei 100 mg Zucker entsprechen 1 mg Zucker 1,78 mg Cu 
“a Ae l + 1,80 ,, ‘ 
> 80 l na 1,83 
; as s o gr a3 ra 185 
5, LOR Tia a is ae = 1,88 
ee tea aa l 1,91 
» 40 ] 1,94 
oa an l 1,97 
er ali l 2,01 
ee | l 2,04 


Fiihrt man dieselbe Rechnung in meinen Versuchen aus, so erhalt 
man eine Zahlenreihe, die, abgesehen von gewissen, von unvermeidlichen 
Versuchsfehlern herriihrenden UnregelmiiBigkeiten, iihnlich wie die 
obenerwihnte verliuft : 


bei 10 mg Zucker entsprechen | mg Zucker 2,06 mg Cu 
ee Se 2 2 yates “ 2,09 

Oe ai és ‘ -—_ = 2,08 
ye CE ag I 2,10 

6 l 2,32 
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bei 5 mg Zucker entsprechen 1 mg Zucker 2,08 mg Cu 
on a »: Rens 9s ee 
Son ie “2 Bass n A ee 
gh Ng l Boat as ys 
8 Ei, Bast ¥ ee he 


2. Zwischen den beiden Zahlenreihen (Ende der ersten und Beginn 
der zweiten) ist eine deutliche Stufe zu erkennen. Dies steht in un- 
mittelbarem Zusammenhange mit folgender Tatsache: werden die 
Bertrandschen Tabellenwerte nach den absteigenden Zucker- bzw. 
Cu-Werten zu extrapoliert, so erhailt man die im letzten Stabe der 
Tabelle Il eingetragenen Zahlen und vergleicht man diese mit dem 
Mittelwerte meiner Bestimmungen, so mu es sofort auffallen, daB 
meine Werte gegen die extrapolierten Bertrandschen systematischen 
in dem Sinne verschoben sind, daB sie ausnahmslos um einige Prozente 
héher ausfielen. Es laBt sich kaum daran zweifeln, da dieser syste- 
matische Unterschied von der abweichenden Zusammensetzung der 
Reagenslésungen sowie auch von der abweichenden Konzentration des 
Zuckers bzw. Kupfers in der siedenden Gesamtfliissigkeit herriihrt. 
Denn es befindet sich ja die fragliche Menge des Zuckers nach der 
Originalmethode in 20 cem der Lésung + 40 ccm der Reagenslésungen, 
nach meiner Methode jedoch in 10 cem der Lésung ++ 30cem der 
Reagenslésungen. 

Es unterliegt also keinem Zweifel, daB das Bertrandsche Verfahren, 
sofern die von mir vorgeschlagene Carbonatlésung mit verwendet wird, 
auch zur Bestimmung kleinerer Zuckermengen benutzt werden kann. 
Aus den Ergebnissen meiner in Tabelle Il mitgeteilten Versuchsergeb- 
nisse habe ich mittels der Methode der kleinsten Quadrate die nach- 
folgend zusammengestellten Zahlen berechnet, mittels deren die Um- 
rechnung des gefundenen Cu in Traubenzucker erfolgen kann, sofern 
man sich der von mir vorgeschlagenen Modifikation der Bertrand- 
schen Methode bedient: 


10 mg Zucker entsprechen 20,8 mg Cu 
ae re Re ty eee 
mY oy Pe a 16,6 ,, 
BN ms ee 14,6 

a - ‘i Be tet Gis 
ae re ‘ RO» Ss: 
& w ‘9 “s 8,44... ,, 
*. ier * A G30 5. os 
oy “i mn 4,34». » 
Re ives - ‘ B20 5s 4 


Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung des Herrn 
Prof. Hari ausgefiihrt. 
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Uber den EinfluB von verschiedenen Kationen und Anionen 
und von Elektrolyt-Mischungen auf die harnspaltende Wirk- 
samkeit von Urease. 


Von 
D. H. Wester. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Kriegsakademie, den Haag.) 
(Eingegangen am 29. November 1921.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


Bekanntlich ist das in der Pflanzenwelt weit verbreitete!) Enzym 
Urease befihigt, Harnstoff in Ammoniumcarbonat iiberzufiihren. Letz- 
teres kann gegen Methylorange?) als Indicator mittels Saure_ titri- 
metrisch bestimmt werden. Dabei entspricht jeder Kubikzentimeter 
0 o-N-Saure, welche gebunden wird, 3 mg umgewandeltem Harnstoff. 

Bei den folgenden Versuchen werden Soja- und Canavaliabohnen 
als Enzymquelle verwendet. Falls nicht ein spezielles Verfahren erwahnt 
ist, wird das Samenpulver mit einer Mischung aus gleichen Volumteilen 
Glycerin und Wasser maceriert und nach 24 Stunden filtriert. Diese 
Ureaselésung kann in gut gereinigten, ganz gefiillten braunen Stépsel- 
flaschen lingere Zeit aufbewahrt werden*). Wiasserige Extrakte dagegen 
sind stets frisch zu bereiten. 

Eine abgemessene Anzahl Kubikzentimeter der Ureaselésung werden 
mit einer bestimmten Menge frischer*) Harnstofflésung und eventuell 
mit gewissen Chemikalien gemischt, genau auf z. B. 100 ccm aufgefillt 
und in geschlossenen braunen Flaschen in ein WassergefaiB hingestellt. 
Dieses wird auf konstanter Temperatur gehalten. In bestimmten 


1) Sie findet sich in vielen Pflanzenteilen vor, in Samen (man sehe u. a. D. H. 
Wester, Pharmaz. Zentralhalle 1920), wie in anderen Pflanzenteilen (man sehe 
u. a. D. H. Wester, Pharmaz. Zentralhalle 1916, S. 423—430 [wo irrtiimlicher- 
weise von Harnsiure anstatt Harnstoff gesprochen wird], und D. H. Wester, 
diese Zeitschr. 122, 188-192. 1921). 

2) Persénlich ziehe ich diesen Indicator dem Methylrot oder Alizarin, welche 
von gewissen anderen Untersuchern bevorzugt werden, vor. 

3) Siehe Wester, Pharmaz. Zentralhalle 1916, S. 428. und Ber. d. dtsch. 
pharmazeut. Ges., Berlin 1920, S. 171. 

4) Alte Lésungen sind unbrauchbar; s. Wester, Ber. d. dtsch. pharmazeut. 
Ges., Berlin 1920, S. 169. 
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Intervallen werden 10 oder 25 ccm des Reaktionsgemisches abpipettiert 
und titriert. Fiir weitere Einzelheiten verweise ich auf meine fritheren 
Untersuchungen!). 

Rethe M. 1*). Versuche mit | proz. wisserigem Sojabohnenextrakt. 
25cem Extrakt + 25ccm 2proz. Harnstofflésung werden mit den 
erwahnten Chemikalienlésungen*) auf 100 cem aufgefiillt. Die Versuche 
wurden November 1916 ausgefiihrt (deshalb die niedrigen Tempera- 
turen). Die Zahlen sind korrigiert. 

















Harnstotfzabl, d.h. die An- a 
Nummer | zahl umgewandelte mg Harn-] 2 Stunden 4 Stunden 6 Stunden Temp. 25 Std 

stoff pro 20 cem nach in Grad 
158  Gerbsiiure 1 = 1000 ee 3,2 13 
159 Kaliumjodid 1 = 1000 6 |. 86 12 
160 Ather 1 = 1000 7.5 9.6 11,4 
161 Gelatin 1 = 1000 OS 2h hs 11,1 
162 Destill. Wasser 78731 93 12 
163 Kupfersulfat 1 = 1000 0,5 0 0 11 
164 Ferrosulfat 1 = 1000 7.8 13,2 
165 Gesiitt. wiss. Jodlisung 0,1 0,3 0 
166a ~~ Destill. Wasser 12. 42 2a 
166 b ” 13,5 24,0 286 | 12 
167 10 mal verd. Jodlésung 

von 165 5,6 10,5 11,1 
168 Sublimat 1 = 1000 000 9.2 11,1 19,5 63.4 
169 Chloroform 1 = 1000 14 25,2 30 | ft 
170a_—_— Destill. Wasser 21,9 29,9 | 
170b 2 mg Thymol. | 21,6 29,1 | 94 
171 0,5 mg Oleum Sinapis | 21,6 28,8 89 
Die Querlinien in den Ziffernreihen bezwecken die Versuche in zu- 

sammengehérige Gruppen zu scheiden. — Im allgemeinen begegnen wir 


in diesen Resultaten allgemeinen Eigenschaften von Enzymen. So z. B. 
die schidliche Wirkung der Gerbsiiure, des Jods und Kupfersulfates. 
Bemerkenswert ist die Tatsache, da Chloroform eher die Wirksamkeit 
der Urease férdert als hemmt. Nach Fokker‘) ist es fiir Enzyme 
giftig. Chloroform ist deshalb anwendbar bei Ureaseversuchen, bei denen 
man Pilz- oder Bakterienwachstum befiirchtet5) und Chloroform aus 


1) Besonders nach D. H. Wester, Pharmaz. Zentralhalle 1916, S. 423 und 
Ber. d. dtsch. pharmaz. Ges., Berlin 1920, 8. 163—175. 

2) Diese Reihen- und Nummerandeutungen schlieBen sich bei einem Teil 
meiner friiheren Versuche an. 

3) Man sehe fiir den EinfluB von Chemikalien auf Urease u. a. auch Onodera, 
Biochemical Journ. 9, 544—575. 1915. — Jacoby, diese Zeitschr. 716, 275—295, 
und meine friiheren Mitteilungen. Nicht in allen Hinsichten stimmen meine Re- 
sultate mit Literaturangaben — soweit vorhanden — iiberein. 

*) Fokker, Zeitschr. f. med. Wiss. 1891, S. 454. 

5) Nachher (im Jahre 1920) habe ich auch noch die Brauchbarkeit des Na- 
triumfluorids “als Konservierungsmittel gepriift. Bei Zusatz von 0,3 g NaF pro 
100 cem sank aber die Harnstoffzahl von 22,8 auf 7,5. Es ist also hier unbrauchbar. 
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anderen Griinden nicht schadet. Im gleichen Sinne kénnen in gewissen 
Fallen auch Sublimat 1 = 1000000, Thymol und Oleum Sinapis Ver- 
wendung finden. Denn besonders die beiden letztgenannten Sub- 
stanzen beeinflussen die Urease in nur geringem Mafe, in Konzentratio- 
nen, welche nach Martindale und Westcott!) Bakterienent wicklung 
ganz verkindern. 

Reihe M.2. In dieser Reihe wurde, in ahnlicher Weise wie bei M. | 
mit Canavaliaurease gearbeitet. 2ccm eines 5proz. wiisserigen Cana- 
valiabohnenextraktes wurden mit 10 cem 2 proz. Harnstofflésung ver- 
setzt und mit der erwaihnten Chemikalienlésung auf 100 ccm aufgefiillt. 
Die Canavaliabohnen?) und diese Versuchsreihe sind vom Jahre 1917. 

Damit die Versuche mit mehr Berechtigung untereinander ver- 
glichen werden kénnen, wurden hier aiquivalente Mengen der Chemi- 
kalien verwendet. 








Nummer, Harnstoffzahl pro 25 cem (Maximum = 50) nach | 2 Stunden 4 Stunden 6 Stunden 





172 | Methylalkohol 1 Mol pro L. 26,1 38 44 
173 Athylalkohol | ee ee 25,5 38,2 44.5 
174 Amylalkoho] ee ear 21,3 30,4 36 
175 Ather 1 = 1000 22,2 37 37 
176 Destill. Wasser 26,8 38,2 ae 
77 Chloroform /19 Mol pro L. 27,6 41,2 43 
178 || Kaliumjodid os til Milan el 255 | 38 44 
179 Kaliumsulfat aay yd. Hy 23 | 31,3 39 
180, Kaliumehlorid Sine teach 23, 34,1 40,2 
181 | Natriumchlorid | ma yc 22,8 32,2 39 
182. | Caleiumchlorid B®, Maooes 16.2 | 24,3 29.4 
183 a | Destill. Wasser 26.8 39,3 46.8 
183 b | ‘ 3 219 | 338 
184 CaCl, 4/49 Mol pro L. + 5 mg NaCl und 

| 65mg KCl fir jeden Versuch 126 | 21 23,4 
185 || CaCly */y9 Mol pro L. + 10 mg NaCl und 

| 10mg KCl fir jeden Versuch 11,1 19,2 20,7 
186 Destill. Wasser yf a ee 
187 Wiederholung von Versuch 182 159 | 24 
188 a - = 184 © 165 | 26,4 
189 Frisches H,S-Wasser 36.6 49.2 
190 Wiederholung von Versuch 189 nach 

einigen Tagen 45.9 49 





Auch hier werden die zu Gruppen gehérenden Versuche durch Quer- 
linien voneinander getrennt. 

Aus diesen Versuchen ist ersichtlich: 1. DaB besonders Methyl- und 
Athylalkohol in verhiiltnismaBig groBen Mengen die Ureasewirkung 
wenig beeinflussen. Urease gehért somit zu den Enzymen, welche von 
Alkohol wenig geschidigt werden, wie dies auch fiir Diastase und be- 

1) The extra pharmacopeia. 1915. 

2) Diese Bohnen danke ich der Liebenswiirdigkeit des Herrn Direktors des 
,».Rijksproefstation voor Zaadcontrole, te Wageningen“, Herrn F. F. Bruyning. 
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sonders Chlorophyllase bekannt ist. Amylalkohol ist schadlicher als 
die beiden anderen, aber immerhin auch noch ziemlich indifferent. 
Letzteres gilt auch fiir Ather, wihrend Chloroform auch hier, wie bei 
Sojaurease (Versuch 169) fast einigermaBen férdernd wirkt. 

2. Natriumion wirkt mehr hemmend als Kaliumion; viel bedeutender 
aber ist die Hemmung durch Calciumion. Weil sich hier Calciumcarbonat 
bildet, eignet sich dieses, wie alle anderen Salze, ausgenommen die der 
Alkalimetalle und die des Magnesiums, wegen Bildung eines Nds. nicht 
besonders bei diesen Bestimmungen. Auch geht aus diesen Versuchen 
schon hervor das SO,’ > Cl’> J’. In Reihe N und O werden die 
Wirkungen der Kationen und Anionen niher beschrieben. 

3. Zusatz von anderen Salzen zum Calciumchlorid scheint dessen 
giftige Wirkung in sehr geringem Mabe zu eliminieren!). Dem Studium 
solcher Kombinationen werden die Versuchsreihen P., Q., R. und 8S. 
geweiht. 

4. Schwefelwasserstoff, welches auf gewisse Enzyme als starkes Gift 
wirkt, ist hier fast ohne EinfluB, denn innerhalb 6 Stunden ist aller 
Harnstoff umgewandelt. 


Einflu8 von Kationen?). 

Reihe N. Bei manchen kolloidchemischen Prozessen ist bekanntlich 
der EinfluB von Kationen und von Anionen wie von diesen unterein- 
ander ganz verschieden. Schon im Jahre 1888 wurde dies von Hof- 
meister’) fiir die EiweiBausflockung festgestellt und nachher sind 
dieselben Hofmeisterschen Reihen bei vielen Reaktionen gefunden‘). 
Es ist nicht unméglich, daB auch der EinfluB von Neutralsalzen auf 
cnzymen auf eine Verringerung des Dispersitaétsgrades zuriickzufiihren 
ist und somit auch hier sich ahnliche Verhiltnisse geltend machen, wie 
beim Ausflocken des EiweiBes. Von diesen Gedanken gefiihrt, wurden 
folgende Versuche angestellt. 

10 cem 2 proz. Harnstofflésung wurden mit wenig Wasser gemischt, 
dann mit so viel einer Standardsalzlésung versetzt, als man zur Erzielung 
der gewiinschten Konzentration fiir eine Mischung brauchte, welche 
nach Zusatz von 4ccm meines Glycerin-Wasser-Sojabohnen- (resp. 


') Bekanntlich ist dies in sehr bedeutendem MaBe der Fall bei Diingungs- 
versuchen. Man sehe: Verslagen v. landbouwkundige onderzoekingen der Ryks- 
landbouwproefstations 1916, Nr. 19. Dr. Maschhaupt. 

2) Man sehe auBer den schon erwahnten Mitteilungen auch u. a. van Slyke 
und Zacharias, Journ. biolog. chem. 1914, S. 181—210; Temminck Groll, 
Versl. Kon. Akad. v. Wetensch. 1917 Deel 26 (diese behandelt auch die Wirkung 
von Kationen und Anionen; meine Resultate stimmen im groBen Ganzen mit denen 
von T. G. iiberein); Barendrecht, Rec. trav. chim. Pays-Bas 1920, S. 1; usw. 

3) Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 24, 247. 1888. 

4) Man sehe u. a. Bechhold, Koll. in Biologie und Medizin, 1912, undCza- 
pek, Biochemie der Pflanzen 1, 1913. 
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Canavaliabohnen)-Extraktes mit destilliertem Wasser auf 100 ccm auf- 
gefiillt wurde. Sofort wurde 25 ccm titriert fiir die Korrektionszahl. 
Dann wurde bei 18° hingestellt, welche Temperatur genau innegehalten 
wurde (siehe oben). Nach 3 Stunden wurden wieder 25 ccm titriert. 
Absichtlich wurde dieser Zeitraum gewahlt, weil dann nach meinen 
Versuchsbedingungen sicherlich noch nicht aller Harnstoff umgewandelt 
worden ist, andererseits aber kleine Unterschiede (von einigen Minuten), 
wie sie bei diesen Versuchen vorkommen kénnen, nicht ins Gewicht 
fallen. Als Neutralsalze wurden einige mir eben damals zur Verfiigung 
stehende Chloride gewihlt. Die Versuche wurden im Jahre 1917 aus- 


gefiihrt. 
. Salzin Mols Harnstoff- . Salzin Mols _ Harnstoff- 
Nummer Nummer , : 
pro | zahl pro | zahl 

i991 KO 32,5 203 Mg” 0 32,4 
192 ag 28 204 1/,, 20,6 
193 ap 26,3 205 Wi 20 
194 1}, 23 206 1}, 19 
195 . 17,6 207 fF 17,7 
196 l 13,4 208 l 11,3 
197 Na O 32,4 209 Ba’ O 32,4 
198 /20 26,3 210 We 20,5 
199 6 23,6 211 1/19 18 
200 1/, 20 212 1/, 14,3 
201 1, 15,3 213 i, 6,2 
202 l 10,6 214 | 1,85 
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Abb. 1. Reihe N. Kationen 
Wie wir aus den Zahlen und bequemer aus der tibersichtlichen 
graphischen Vorstellung ersehen, steigt die hemmende Wirkung dieser 
Kationen regelmaBig mit der Konzentration, und zwar K < Na < Ba’. 
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Mg” aber verhilt sich sehr unregelmabig und hat offenbar bei 1/,, Mol. 
schon seine Maximumwirkung erreicht. Die Resultate stimmen_ be- 
friedigend iiberein mit den bei Canavaliaurease (Reihe M. 2) erhaltenen. 
Auch bei einigen ganz anderen Untersuchungen ist dieselbe Reihenfolge 
gefunden worden. 


Einflu8 von Anionen. 
Reihe O. Es wurden die Kaliumsalze der erwahnten Anionen ver- 
wendet. Die Versuche sind vom Jahre 1917 und ausgefiihrt wie bei 
teihe N. Die Temperatur war 18,5 


. Salz in Mols Harnstoff- Nummer Salzin Mols Harnstoff- 
Nummer i ; 
pro | zahl pro | zahl 
CY 216 0 33,4 a. B27 0 33,3 
216 "/20 28,6 228 29,2 
217 Lf 27 229 1/0 27,1 
218 1, 23,5 230 1/, 24,2 
219 1/, 18 231 if, 20,1 
220 ] 13,8 232 l 16,6 
Br’ 221 0 33,36 NO,'233 0 33.4 
222 a9 28,7 234 ay 28,8 
223 9 26,1 235 i, 26,5 
224 1}, 22,9 236 1/, 23 
225 1/, 17,8 237 Ae 18,4 
226 l 3,7 238 l 14 


Nummer Salz in Mols pro | Harnstoffzahl 


SO,’"4) 239 0 33,4 
240 1/5 25,6 
241 ‘lo 20,6 
242 1 18,3 
243 i, 15,1 
244 l 11,4 


Aus den Zahlen wie aus der graphischen Vorstellung geht hervor, 
daB der Einflu& der Anionen auf die Ureasewirkung weit geringer ist 
als derjenige der Kationen. Die Cl’, Br’ und NO,’ Linien kénnen wir 
praktisch zusammenfallen lassen. DaB sie einander schneiden usw., ist 
durchaus ohne Bedeutung. Diesen Versuchen sind gewisse Bestimmungs- 
fehler inhirent, welche, in der graphischen Vorstellung vervielfacht, 
scheinbar kleine UnregelmiBigkeiten verursachen, die aber aus den 
erwahnten Griinden iibersehen werden dirfen. 


1) Weil schon aus friiheren Versuchen, wie auch aus den Resultaten mit den 
vier ersten Anionen dieser Reihe 0 hervorgeht, daB die Kationen viel starker 
wirken als die Anionen, wurde vom K,SO, das Aquivalentgewicht, also 1/, Mol, 


genommen. 
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Obschon auch J’ und SO,” nicht bedeutend von den drei erwaihnten 
Ionen abweichen, liegt doch jedenfalls die J’-Linie iiber die SO,’’-Linie 
unter den drei anderen. Wir erhalten somit die Reihenfolge J’ < (CI, 
Br’, NO,’) <SO,’’, wie sie ahnlich bei anderen Kolloiderscheinungen 
gefunden worden ist'). 





Harns toffzah 
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Voto 5 4 V4 








Salzkonzentration nm Mo/s pro Lr 
Abb. 2. Reihe O. Anionen. 
Einflu8 von Elektrolytmischungen?). 

Uber die Einwirkung von Elektrolytmischungen auf Enzymen habe ich 
in der Literatur keine Angaben finden kénnen. Offenbar ist dieses Thema 
bisher nicht studiert. Es kommt mir dennoch vor, daB das Studium des 
Einflusses von Mischungen aus Elektrolyten und evtl. Nichtelektro- 
lyten von gréBter Bdeutung ist, um einen Einblick zu erlangen in die 
Umstiinde, worunter Enzyme in den komplizierten Kérpersiften arbeiten. 

Auf anderen Gebieten ist von Physiologen, Medizinern usw. mehr- 
mals mit Mischungen gearbeitet worden und hat man_ interessante 
Resultate erhalten?). Wir miissen nun bei Mischungen dreierlei Méglich- 
keiten Rechnung tragen. Wir kénnen namlich erhalten: 

1. Addierende Wirkung, d.h. die Wirkung der Elektrolytmischung 
ist (fast) genau gleich der algebraischen Summe der Einzelwirkungen 
seiner Komponente. Diese Denkbarkeit scheint am meisten logisch zu 
sein. Diese Wirkung wurde u.a. von Overton (1901) konstatiert bei 
Mischungen von Narkotica. 





1) Man sehe z. B. Fischer und Moore, Zeitschr. f. Kolloidchem. 5, 197. 1909. 

2) Uber die Resultate dieser in den Jahren 1919—-1920 verrichteten Unter- 
suchungen habe ich in der Jahresversammlung hollindischer Chemiker, 10. LV. 
1920, eine vorlaufige Mitteilung gemacht (man siehe Chem. Weekbl. 1920, 222. 

3) In meiner Broschiire ,,Riickkehr zu zusammengesetzten Heilmitteln’’ (hol 
lindisch!), 1919, habe ich dieses Thema ausfiihrlich diskutiert. 
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2. Potentiierende Wirkung, d.h. die Wirkung einer Mischung ist 
groBer als die algebraische Summe der Wirkungen seiner Komponente. 
Obschon dies vielleicht nicht logisch erscheint, wurde es dennoch bei 
einigen Arzneimittelkombinationen unzweideutig konstatiert (Biirgi, 
Schneiderlein u. a.) 


3. Diminuierende Wirkung, d.h. die Wirkung einer Mischung ist 
kleiner als die algebraische Summe der Wirkung seiner Komponente. 
Auch diese ist manchmal konstatiert worden (Ringer bei Froschmuskel, 
Osterhout bei Pflanzen, Maschhaupt bei Mais usw.). 


Rethe P. Es wurde mit Glycerin-Wasser-Extrakt 10 Pulver 

100 ccm Fliissigkeit — von Canavaliabohnen und Sojabohnen ge- 
arbeitet. Die Versuche wurden in der tiblichen Weise ausgefiihrt bei 
35°, wobei so viel Salzlésung zugesetzt worden war, daB die Reaktions- 
mischung die erwahnte Konzentration erhielt. Die Art der Salze oder 
Salzmischungen ist bei den einzelnen Versuchen erwihnt worden. 
0 = Dest. Wasser. N = Mol. 








r 


_ 











Harnstoffzahl 
Reihe P 
Versuche mit: nach | Std. 12 Min. nach 2 8td. 12 Min. nach 8 Std. 17 Min. 
com Inhenk + S.emg Spree. Base: TT cscs | oo | eugme-| or | umemvet- 
z nai | funden | net auf 100] funden | net auf 100 | funden net auf 100 
. Canavalia-Urease 
247 O 14,1 100 17,31 100 18,75 100 
248 ®/s9-K,SO, 10,2 72,3 13,8 80 17,1 | . 91,2 
249 ®/59-Li,SO, 9,96 70,4 12,9 74,5 15,66 83.6 
250 feo-K2SOq + /so-LiisSO, 9,9 70.2 11284 742 [1548 826 
. Soja-Urease 
251 O 8,76 100 15,90 100 19,35 | 100 
252 /s9-KeSO, Ziti: 88 14,61 91,9 17,16 88,7 
253 ®/s9-LisSOy 645/ 736 11221 768 41605 829 
254 ®/:5-KsSO, + Li,SO, 6.30) 719 |12.00 75.5 4159 80.2 


Wenn wir die Harnstoffzahl der Lésung ohne Zusatz von Elektro- 
lyten gleich 100 setzen und die anderen Harnstoffzahlen auf diesen 
Wert beziehen (siehe je die zweite Zahlenreihe der Doppelreihen), er- 
halten wir vergleichbare Zahlen, die leicht in graphischer Vorstellung 
gebracht werden kénnen. Dazu habe ich die Harnstoffzahl als 
Abszisse genommen und auf die horizontale Achse in ganz willkirlichen, 
aber gleichen Abstinden die verschiedenen Lésungen gestellt. Uhber- 
sichtlichkeitshalber habe ich die Punkte durch gerade Linien verbunden, 
die uns somit eigentlich das Sinken (resp. die Steigung) der Harnstoff- 
zahl bildlich vorfiihren. (Siehe auch Bemerkung zu den Versuchen 
255 und 259 dritte Reihe.) 
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Die drei Linien fiir die Soja- resp. Canavaliaurease sind ganz 
willkiirlich nahe aufeinander geschoben worden, damit sie in einer 
Figur zusammen abgebildet wer- 
den konnten. 

Aus den Resultaten ist her- 
vorzuheben : 

1. Li wirkt starker hemmend 
als K. 

2. Die Wirkung der Mischung 









3St 17 Min 





K,SO, + LiSO, ist diminuierend. 1 St 92 Min 
Merkwiirdigerweise ist siein allen 1, 

6 Fallen (fast) genau gleich der- 

jenigen des am stirksten wirken- 

den Komponenten. jo 7ir 


3. Die Linien andern einiger- 
maBen mit der Einwirkungsdauer. 
Daraus kann offenbar gefolgert 
werden, daB es nicht ganz rich- 
tig ist, den EinfluB von Che- bMhy 50, 
mikalien bei dergleichen Ver- M250, —gNL1, 50, — + 9GNMLt, 50, 
suchen zu berechnen nach einer % 
einzigen, ganz willkiirlichen Wir- 
kungsdauer, wie dies durchwegs geschieht. 

Reithe Q. Fir Einzelheiten kann nach Reihe P. verwiesen werden. 


25t 12 Min 


Harnstofizah! 








Abb. 3. Reihe P. 





. Canavalia-Urease 


Harnstoffzahl 








+h 1 Std. 12 Mi ach 2 Std. 12 Mi +h 8 Std. 17 Min.') 
Wermuche watt nach 1 Std. 12 Min. | nach 2 Std. 12 Min, | nach 3 Std. 17 Min 


ge- | umgerech- ge- | umgerech- ge- umgerech- 
funden | net auf 100] funden | net auf 100] funden | net auf 100 


255 O 14,1 100 17,31 100 18,75 | 100 

256 ®/so-MgSO, 7.5 53.2 | 945 534 | 945 504 
257 ™/o9-MgSOq + /so-K2SO, 6.6 468 | 9,06 51,2 | 930! 49,6 
258 "/o9-MgSO, + /59-KaSO,q 








+ "/s9-Li,SO, 6,54 46,4 8.49 49 8.43 45 
. Soja-Urease 
259 O 8,76 100 15,90 100 19,35 100 
260 ®/o9-MgSO, 4,95 06.5 8,7 54.7 12,24 63,3 
261 ®/o9-MgSO,4 + ®/s9-K2SO4 4.8 54,8 8,7 54,7 12 62 
262 /9-MgSO, + ®/so-K2SOq 7 
M/so-LigSO4 4.74 54.1 8,79 55.3 Lid 60,5 


1) In der Abb. resp. mit 1, 2 und 3 Std. angedeutet. Wenn die Fin- 
wirkungsdauer in den weiteren Abb. nicht erwaihnt wird, stellt immer die 
untere Linie die kiirzere Einwirkung dar. 
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Nach den Schliissen aus der Versuchsreihe P. gezogen, kénnen wir 
diese Reihe unbesprochen lassen; die Resultate sind ohne weiteres aus 
Zahlen und Diagrammen ersichtlich. Wahrscheinlich war in den Ver- 
suchen 255 und 259 nach 3 Std. der Maximumwert schon erreicht. 
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gpg 50, 
+ MK, 500 
Abb. 4. Reihe QI. Canavalia. Abb, 5. Reihe Q II. Soja. 


Rethe R. Es wurde dasselbe Glycerin-Wasser-Canavalia-Extrakt 
verwendet als bei den Reihen P. und Q. Dasselbe ist nun 6 Tage alt. 
leem Extrakt und 5ccem 5proz. Harnstofflésung befinden sich auf 
100 ccm Reaktionsmischung. Temperatur 13°. n = Mol. 





Harnstoffzahl pro 20 cem (Maximum = 50) 





7 ‘ | 2 Stunde é s 2 hes : 
Versuche mit nach tunden nach 4 Stunden nach 6 Stunden 
wenn 
ge- umgerech- ge- umgerech- ge- umgerech 


| funden | net auf 100] funden | net auf 100] funden net auf 100 


263 O 29,1 100 40,45 100 45.45; 100 


264 ™/so-K2SO, 27.9 95.9 | 35,4 88,3 | 40.2 88.4 
265 ™/s9-LisSO, 24.3 83.5 133.75; 843 14035! 888 
266 ™/sy-KaSO4 + ®/s9-LiisSO, 24.3 83.5 | 33.3 83.2 139,60 87.1 
267 /,-NaCl 96 33 15 37.5 |174 38.3 
268 ®/s-NaCl + "/s9-K,SO, 10,65 366 1168 42 21.0 46.2 


269 ®/y-NaCl +- ®/59-K,SO, 
+ /59-LiSO, 10.35 35.6 15.45 38,6 17.4 38.3 

















nden 


rerechi 
aut 1 





0 

38.4 
38.8 
37.1 
38.3 


16.2 














Urease. 289 


Tatsachlich handelt es sich hier um zwei verschiedene Reihen von 
3 Versuchen, welche aber der Kiirze halber in einer Tabelle und einer 
graphischen Vorstellung untergebracht wurden. 

In der ersten Gruppe von 3 Versuchen (264—266) haben wir fast 
dieselben Resultate erhalten wie in der Reihe P., wovon sie eine Wieder- 
holung bilden. In den niichsten Versuchen werden diese Salze mit NaCl 
kombiniert. Obschon auch hier 
die Kombinationen diminu- 


ierend wirken, nehmen wir 
offenbar auch eine bisher nicht 
konstatierte Wirkung wahr. Die 
stark hemmende Wirkung der 
n/,-NaCl-Lésung wird sei es 
in sehr geringem Mabe auf- 
gehoben durch den Zusatz der u St 
geringen Menge K,SO, ("/,,). 
Je langer die Einwirkungsdauer, 
um so deutlicher tritt diese Ent- 
giftung hervor. Obschon man 





Harrstofizat/ 


%S 
H 
. 


gerne geneigt wire, die kleinen 
Unterschiede bei einmaliger Be- 
stimmung auf Rechnung von 





FA Mol A SO, Arle J Mol Na Nath Na+r+le 





Versuchsfehlern zu schieben, ist ees : 

Z 3 F gl Abb. 6. Reihe R. 

dies hier nicht méglich, weil sie 

bei wiederholten Bestimmungen immer in gleichem Sinne zuriickgefunden 
wurden. Setzt man nun auber K,SO, noch LiSO, zum NaCl, so ist die 
Wirkung dieser Mischung wieder gleich derjenigen der giftigsten Kom- 
ponente (hier NaCl), wie wir auch bei anderen Kombinationen schon 
fanden. 

Reihe S. Die Versuche dieser Reihe wurden dreimal angestellt. 
Zweimal mit der Glycerin-Wasser-Ureaselésung der vorigen Reihen, 
jetzt 20 bzw. 27 Tage alt und einmal mit gereinigtem Enzym. Letzteres 
wurde in folgender Weise bereitet. Ein filtrierter wisseriger Canavalia- 
extrakt wurde mit der zweifachen Menge Alkohol und der !/,fachen 
Menge Ather versetzt, der Niederschlag schnell gesammelt, mit Ather 
gewaschen und mit wenig Wasser angerieben in einen Pergament- 
dialysator gebracht. SchlieBlich wurde die dialysierte und filtrierte 
Fliissigkeit fiir die Versuche verwendet und zwar in solchen Mengen, 
als sich durch Vorversuche hier zweckmabig erwiesen hatte. Die auf 
100 cem aufgefiillten Reaktionsmischungen enthielten 4 ccm 5 proz. 
Harnstofflésung. 

Bei der dreifachen Wiederholung dieser Versuchsreihe wurden 
durchaus nicht dieselben Zahlen erhalten. Dies war aber auch nicht 
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moglich, weil der Ureasegehalt der Mischungen als auch die Reaktions- 
temperatur verschieden waren. Im groben Ganzen aber waren die 
Ergebnisse der 3 Versuchsreihen dieselben. Das heiBt das MaB, in wel- 
chem die Salze und Salzmischungen die Ureasewirkung beeinfluBten, 
war untereinander verglichen gleichartig. 

Der Kiirze halber werden hier nur die Zahlen und Diagramme ge- 
geben fiir die isolierte, gereinigte Urease. Alle erwaihnten Salze sind in 
der Konzentration ",, pro Liter in dem Reaktionsgemisch vorhanden. 





Harnstoffzahl pro 25 cem (Maximum = 50 


Reihe 8. Temp. 11 er 
Cincicien anit nach 2 Stunden nach 4 Stunden 
gefunden umgerechnet] gefunden umgerechnet 

270 NaCl + K,SO, + NH,Cl + MgSO, | 18,55 68 28,32 66 
271 NaCl + K,SO, + NH,Cl 24,09 80 35,55 82 
272 NaCl + K.SO, 16,05 53 23,1 53 
273 NaCl 17,7 58 24.9 57 
274 K,SO, 20,76 69 29,7 68 
275 NH,C! 30,15 100 43.05 100 
276 MgSO, 10.8 38 16.95 39 
277 MgSO, + NH,C! 22,65 75 31.8 73 
278 MgSO, + NH,C! + K,SO, 22,05 7 31,2 72 
279 MgSO, + K,SO, 10,65 35 15.9 37 
280 K,SO, + NH,Cl 27,2 90 39.6 91 
281 O 28,2 93 40.65 93 
8? O 28,23 93 39,8 92 
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Abb. 7. Reihe 8 


Aus den Versuchen der Reihe 8. geht hervor: 

1. Die Resultate nach 2 bzw. 4 Stunden sind gleichartig. 

2. Wenn wir aus den ziemlich willkiirlich im Diagramm nach- 
einander erwahnten Versuchen allerhand Kombinationen machen, 
kénnen wir daraus z. B. schlieBen, daB die hemmende Wirkung der 
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Mischungen von K,SO, + NaCl und von MgSO, + K,SO, auch hier 
wieder fast gleich derjenigen des giftigsten Komponenten ist (vgl. auch 
die Versuchsreihen R. resp. Q.). Die geringe entgiftende Wirkung von 
K,SO, auf NaCl (siehe Reihe R.) finden wir hier nicht wieder. 

3. Merkwiirdig ist der EinfluB des Ammonchlorids. Fiir sich férdert 
es das ureolytische Vermégen der Urease in geringem Mabe. Kom- 
biniert mit K,SO,, MgSO, und einer Mischung dieser Salze mit NaC! 
wirkt es aber sehr stark entgiftend. 

Rethe T. Versuche mit derselben Ureaselésung wie bei den vorigen 
Reihen 25 Tage alt, leem Lésung, 5 ccm 5proz. Harnstoff, aufgefiillt 
auf 100 ccm. 





Harnstoffzahl pro 25 ccm 








Reihe T. Temp. 15 nach 2 Stunden nach 4 Stunden nach 6 Stunden 
Versuche mit: _ 
ge- um- ge- um- ue- um- 
funden gerechnet [funden, gerechnet |[funden gerechnet 
O 25.65 100 32,7 100 37,35 100 
D so-NH,C! 26,7 117,4 | 39 119.3 | 44,55 119.3 
Ds ao7-MgS0, 15 58.5 | 20,25 619 |2355 63 
ny-NaCl 10,05 39.2 13.8 42,2 16,2 43.4 
®/ Calle 9.9 38,1 $1215 37,1 $162 43.4 
D -NaCl + ® joo 'aC'ls 1035 403 11461 44.6 | 14,7 39,4 
D 4-NaCl + "/i9MeCl, 10.05 39,2 11425 436 [1695 454 
m -NaC'l + "/r99-CaCly + "fso-NH,C1 16.2 63,1 | 18,1 615 | 23) 62 


Auch diese Reihe liefert also wie- 
der zum Teil dieselben Ergebnisse 
wie die vorigen: der giinstige Einflub 
einer sehr verdiinnten NH,CI-Lésung 
fiir sich (die sogar giinstiger wirkt als 
die fiinfmal konzentriertere von Ver- 
such 275), wie in Kombination mit 
Na und Ca; weiter die kraftig hem- 
mende Wirkung einer ™ joo- MgSQ,. 
Wo aber Calciumsalze im Reaktions- 
gemisch vorkommen, begegnen wir 
den schon bei Reihe M. 2 erwahnten 
Schwierigkeiten, wodurch die Zahlen NMOS = Nal, Ma +Mg 
unzuverlissig werden und auch nur 
wiedergegeben und in graphische Vor- 
stellung gebracht worden sind, eben damit die gemachten Fehler und 
UnregelmaBigkeiten zum Ausdruck kommen. Wohl geht auch aus 
diesen Versuchen wieder hervor, da®B der EinfluB der stark wirkenden 
Kombinationen Na + Ca, wie Na + Mg wieder fast gleich derjenigen 
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Abb. 8 Reihe T. 


der am starksten wirkenden Komponenten ist. Bei der letzten Kom 
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bination scheint sich in geringem Mabe nach langerer Einwirkung eine 
Entgiftung zu offenbaren. 


Die Versuche mit Chemikalienmischungen werde ich weiter aus- 
arbeiten und dann vielleicht mit Quellungs-, Adsorptions- oder Aus- 
flockungsversuchen vergleichen. Weil ich daran aber wahrscheinlich 
vorlaufig nicht arbeiten kann, mégen diese immerhin doch auch schon 
mehrere Jahre alten Versuche hier mitgeteilt werden. Ein Résumé der 
vorher erwahnten Resultate wiirde zu viel Raum beanspruchen. Es sei 
nur im allgemeinen der Nachdruck darauf gelegt, dab die Versuche 
besonders deshalb Wert haben, weil sie mit verschiedenen Ureasequellen 
(Soja und Canavalia), bei verschiedenen Konzentrationen, in wasserigem 
wie in glycerin-wisserigem Milieu, bei verschiedenen Temperaturen, mit 
Urease ganz verschiedener Reinheit, mit Salzen ganz verschiedener 
Konzentrationsverhialtnisse usw. immer gleichartige Resultate ergeben 
haben. 

Weil in den letzten Jahren die Bestimmung und Konstanterhaltung 
der Wasserstoffionenkonzentration eine so wichtige Rolle spielt, werden 
wir auch darauf bei diesen weiteren Versuchen achten, obschon gegen 
das Arbeiten mit Puffermischungen hier gewisse Einspriiche zu erheben 
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Studien iiber den anhimoglobinischen Stickstoffgehalt der 
Erythrocyten, ein Beitrag zur Kenntnis des Stickstoffweehsels 
der Gewebe. 


Von 
Rudolf Schoen. 


(Aus der J. medizinischen Universitatsklinik, Miinchen.) 


(Eingegangen am 30. November 1921.) 


Die roten Blutkérperchen stehen morphologisch abseits von den 
anderen Korperzellen. Sie allein sind kernlos, wenigstens wiahrend ihres 
Aufenthaltes im kreisenden Blut. Sie sind ganz einseitig differenziert 
und somit gewissermaBen vor anderen Zellen zu einer rein passiven 
Rolle verurteilt, die aber fiir den Gesamtorganismus eine Héchst- 
leistung in seinem Dienst bedeutet. Ihre physiologische Aufgabe ist 
als Trager des Hamoglobins ausschlieBlich dem O,-Austausch zwischen 
der auBeren Luft und dem Kérper zu dienen. Das Haimoglobin, be- 
kanntermaBen ein hochdifferenziertes Proteid, Globin und Hamatin, 
das sie zu ihrer Aufgabe befihigt, ist der hauptsichlichste EiweiBkérper 
in Erythrocyten, auBer ihm ist nur ein kleiner Bruchteil N-Substanz 
vorhanden. Wir diirfen in diesem Rest das eigentliche Zelleiweil 
vermuten, ohne welches auch das kurze Leben der Hamoglobinzelle 
nicht denkbar wire. Ausgangspunkt unserer Untersuchungen war 
nun der Gedanke, inwieweit der N-Gehalt der roten Blutzellen mit 
AusschluB des Hamoglobinstickstoffes Schwankungen unterworfen sei, 
abhangig vielleicht von der gesamten Ernihrungslage, und wie er sich 
unter wechselnden Bedingungen, besonders der Ernaihrung, verhalte. 
inwieweit er endlich Schliisse tiber den N-Wechsel der Gewebe, der 
K6rperzellen im allgemeinen gestatte. _Die Anregung zu dieser Frage 
verdanke ich Herrn Professor Dr. W. H. Veil, Oberarzt unserer Klinik, 
dessen Rat und Férderung ich mich auch weiterhin bei meinen 
Untersuchungen erfreuen durfte. 

Irgendeine neuere Bearbeitung dieser Aufgabe liegt bisher nicht vor. In die 
Anfangszeit der chemischen Arbeiten auf medizinischem Gebiet fallt die Arbeit 
von Jaksch!), der den Gesamtstickstoffgehalt der roten Blutkérperchen  be- 


1) v. Jaksch, Uber den Stickstoffgehalt der roten Blutzellen des gesunden 
und kranken Menschen. Zeitschr. f. klin. Med. 24, 429. 
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stimmte, ohne den ZelleiweiBgehalt besonders zu beriicksichtigen. Seine Methodik 
war durch die Serumbeimengung seiner Blutkérperchen ungenau, so daB die 
Arbeit nur eben erwaihnt sei. Auch Leichenblutbestimmungen, wie sie von Wen- 
delstadt und Bleibtreu') ausgefiihrt wurden, sind fiir unsere Frage wertlos 
geblieben. 

Versuchsplan und Methodik. 

Der Weg, um zu einem Ergebnis fiir unsere Frage zu gelangen, war 
klar vorgezeichnet. Durch die Zahlung der roten Blutkérperchen und 
deren Volumbestimmung erhalten wir ein Ma fiir das einzelne Blut- 
kérperchen. Sein Himoglobingehalt laBt sich nach bekannten Methoden 
ermitteln. Voraussetzung bleibt die allgemein gemachte Annahme 
[Hifners?)], daB der EiweiBgehalt des Himoglobins mit dem Farbstoff- 
gehalt parallel geht. Der Prozentualitaét des Farbstoffes entspricht immer 
der gleiche N-Gehalt. Kennen wir die GréBe des Kérperchenvolumens, 
seinen Farbstoff- und Gesamtstickstoffgehalt, so kénnen wir daraus 
auf den Rest an anhimoglobinischen N-haltigen Kérpern schlieBen, 
wenn uns der Stickstoffgehalt des menschlichen Hamoglobins bekannt 
ist. Wir sind bei Reihenuntersuchungen imstande, die Veranderung des 
anhaimoglobinischen N im Vergleich mit Volumen und mit Farbstoff- 
gehalt zu verfolgen. 

Im einzelnen war die Methodik folgende : 

1. Volumbestimmung der Erythrocyten mittels Hamato- 
krits. Es wurde stets bis zur vélligen Unverinderlichkeit der Blut- 
kérperchensaiule zentrifugiert, die Differenzen in den Resultaten bei 
den stets vorgenommenen Doppelbestimmungen betrugen nur 1%, 
auch die Vergleichswerte von Venen- und Capillarblut schwankten wenig, 
so daB die Methode befriedigte [Hamburger*)]. Die refraktometrische 
Bestimmung nach Bence*) und die viscosimetrische mit dem Hess- 
schen Apparat [Naegeli>)], die verschiedentlich mit herangezogen wur- 
den, wiesen viel gréBere Fehler als die Himatokritmethode auf. Die 
GréBenberechnung fiir die roten Blutkérperchen ergibt sich aus der 
Teilung der Volumzahl durch die Zahl der Erythrocyten. Die Volum- 
zahl allein sagt gar nichts aus. Als Norm des Erythrocytenvolums be- 
trachtete Naegeli®) 88 1°, Reich®) 92 3. 

1) Wendelstadt und Bleibtreu, Quantitative Zusammensetzung des 
Menschenblutes. Zeitschr. f. klin. Med. 25, 204. 

*) Hiifner, vgl. Biirker, Gewinnung, qualitative und quantitative Be- 
stimmung des Himoglobins, in Tigerstidts Handb. d. physiol. “Arbeitsmethoden. 
Hirzel. Leipzig. Bd. II, 1, 69ff. 

3) Hamburger, Die Methoden zur Bestimmung des Mengenverhiltnisses 
von Plasma und Blutkérperchen. Med. Klin. 17, 690. 1921. 

*) Bence, Blutkérperchenvolumen. Zentralbl. f. Physiol. 19, S. 199. 

5) Naegeli, Blutkrankheiten und Blutdiagnostik, VWV. Leipzig 1919, S. 88 ff. 

*) Reich, Biutkérperchenvolumbestimmung. Zeitschr. f. klin. Med. 90, 
8. 321. 




















Anhamoglobinischer N-Gehalt der Erythrocyten. 295 


2. GréoBte Bedeutung kommt der Zaihlung der roten Blut- 
kérperchen zu. Sie wurde durchweg mittels des Biirkerschen 
Apparates vorgenommen. Nur er garantiert, wie wir uns immer wieder 
iiberzeugen konnten, einwandfreie Resultate. Die Methodik wurde 
genau nach Biirkers Angaben mit seinen Misch- und Zahlinstrumenten 
durchgefiihrt [Biirker')]. Nach mathematischen Berechnungen 
Feuchts?) iibersteigt die mittlere Fehlerquelle 1,5°, nicht. Die wahr- 
scheinliche betragt nur 1°, des Mittelwertes. 

3. Die Himoglobinbestimmung beansprucht gemaB des iiber 
den Versuchsplan Gesagten gréBte Genauigkeit. Als die sicherste 
Methode, die wir in Kontrollbestimmungen mittels des Barcroftschen 
Gasanalysenapparates durch Bestimmung des O,-Absorptionsvermégens 
des Hamoglobins nachpriiften, ergab sich fiir unsere Zwecke immer 
wieder die einfache Sahlische Methode. Die diesem Apparat anhaften- 
den Fehlerquellen sind 3°,, auch bei 3 Bestimmungen. Trotzdem ist 
er unter den klinisch verwertbaren Apparaten der beste. Selbst der so 
komplizierten spektrophotometrischen Hb.-Bestimmung nach Hiifner 
haften bis zu 1% Fehler an (Biirker, |. ¢.). Vielleicht erweist sich 
der von Biirker®) jiingst angegebene Apparat als genau und klinisch 
leicht handlich. 

Nach Abderhalden*) betrigt der N-Gehalt des Pferdehamoglobins 
17,35°%. Beim Menschen steht er nicht genau fest. Die angenommenen 
Werte bei verschiedenen Saiugern schwanken zwischen 16,1 und 17,9%. 
Wenn nach Sahli®) der Wert 100 seines Hamometers einem Hb.-Gehalt 
von 0,173 mg auf 1 cem oder 0,0346 mg auf 1 Million Erythrocyten ent- 
spricht, so betrigt der N-Gehalt 17,35°,, N des Hb vorausgesetzt - 
0,030 mg auf 1eem und 0,006 mg auf 1 Million rote Blutkérperchen. 
Diese Werte sind aber als zu hoch anzusehen, da Sahli selbst nur 80°, 
seiner Skala als Norm fiir Manner ansieht. Nach den reduzierten Hamo- 
meterwerten betragt der errechnete Wert fiir das Hamoglobin 0,0239 mg 
N auf 1 ccm und 0,00478 mg N auf 1 Million rote Blutkérperchen fiir 
den normalen Erwachsenen mit Farbeindex 1,0. Dab die Voraussetzung 

1) Biirker, Weitere Verbesserungen der Methode zur Zahlung der roten 
Blutkérperchen nebst einigen Zahlresultaten. Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 
142, 337. 

*) Feucht, Zur Biirkerschen Methodik der Blutkérperchenzahlung. Pflii- 
gers Arch. f. d. ges. Physiol. 188, 139. 

3) Biirker, Uber die Notwendigkeit exakter absoluter Hamoglobinbestimm. 
u. Erythrocytenzihl. Miinch. med. Wochenschr. 19, 68. 1921. 

‘) Abderhalden, Ztschr. f. physiol. Chem. 37, 484, vgl. Barcroft, The 
respiratory function of the blood. Cambridge 1914, S. 2. 


5) Sahli, Klinische Untersuchungsmethoden, 2, 1. Deuticke. Leipzig 1914, 
S. 297. 
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dieser Berechnung nicht zahlenmabig genau feststeht, spielt fiir die 
Beurteilung unserer spiiteren Resultate eine nebensichliche Rolle. 

4. Alle Bestimmungen sowohl der Blutkérperchenzahl und GréBe 
wie des Hamoglobingehaltes wurden an defibriniertem und gewaschenem 
Blut angestellt, d.h. unter den gleichen Bedingungen, unter welchen 
die N-Bestimmungen der roten Blutkérperchen ausgefiihrt wurden. 
Das durch Venenpunktion aus der Cubitalvene entnommene Blut wurde 
durch vorsichtiges Umriihren mit dem Holzspatel defibriniert und im 
Schiittelapparat zwecks gleichmakiger Verteilung geschiittelt. Wenige 
Kubikzentimeter davon wurden im Zentrifugierréhrchen mit der etwa 
Sfachen Menge Normosal 3—4mal gewaschen. Die vollige Eiweif- 
befreiung wurde durch chemische Untersuchung der Aufschwemmungs- 
fliissigkeit nachgepriift. Nach Wiederherstellung des Ausgangsvolumens 
wurde das Blut abermals vorsichtig etwa 1/, Stunde lang geschiittelt, 
und die nun gleichmaBbige Blutkérperchenaufschwemmung zu den Be- 
stimmungen verwandt. Die Haimatokritbestimmung erfolgte gesondert 
im frischen Blut. Die N-Bestimmung wurde nach dem Mikro-Kjeldahl- 
verfahren nach Bang!) ausgefiihrt; nur durch zwei Kontrollen ge- 
sicherte Werte fanden Verwendung. Durch Benutzung von je 50 cmm 
Blutkérperchenbrei wurde vermieden mit zu kleinen Mengen zu arbeiten. 
Aus den erhaltenen N-Werten wurde der Wert fiir 1 Million roter Blut- 
kérperchen berechnet. Dieser dient weiter als Ausgangspunkt zur 
’ Berechnung fiir die N-Werte der im Kubikzentimeter Capillarblut ent- 
haltenen Erythrocyten. Bei der Unkenntnis der Gesamtblutmenge, fiir 
deren Ermittlung brauchbare klinische Methoden heute noch fehlen, 
sagt der N-Wert auf 1 ccm Blut wenig Neues aus. Die Kenntnis der 
Zahl der roten Blutkérperchen und des Hamoglobingehaltes des Capillar- 
blutes ist eine wertvolle Kontrolle fiir ihre Bestimmungen in der Blut- 
kérperchenaufschwemmung durch Vergleichung des Farbeindex. Ein 
kurzes Beispiel wird die rechnerische Verwertung der Versuchsergebnisse 
am schnellsten klarlegen. 

1. Capillarblut: Rote Blk. 4,8 Mill. F.-I. 0,83 
i Hb. 80% 

a 2. Aufschwemmung: N-Gehalt/50 cmm 1,09 mg 

nie »  /L emm 0,0218 mg 

Rote Blk.in 1 emm 4,3 Mill.; N-Gehalt 1 Mill. R 0.00507 mg 

Hb. in 1 emm 72%; F.-1. = 0,83 

la) N-Gehalt/l1 cmm Blut = 0,00507 mg - 4,8 = 0,0243 mg. 

Fi Gasanalytisch berechneten wir 0,00448 mg Hb-Stickstoff auf 1 Million 

- roter Blutkérperchen, d.h. auf den Hamoglobinanteil entfallen 88,4°, 
des Gesamtstickstoffes und nur 11,6° anhaimoglobinischer Stickstoff 
bleibt tbrig. 








1) Bang, Mikromethoden zur Blutbestimmung. Bergmann, Wiesbaden 1920. 
S. 84. 
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Versuchsergebnisse. 
I. Fehlerquellen. 

Fehlerquellen kénnen, abgesehen von den schon erwihnten Fehlern, 
bei Volumenzahl und Haimoglobinbestimmung in der Méglichkeit liegen, 
daf sich wahrend der Untersuchung durch Defibrinieren, Zentrifugieren. 
Autolyse und Diffusion die Werte wesentlich indern. Wie unten gezeigt 
wird, sind die ermittelten pathologischen Ausschlige viel gréBer als die 
bei Normalpersonen unter sehr verschiedenen zeitlichen Bedingungen 
gefundenen. So kénnen diese Fehler zumal bei Serienuntersuchungen 
nicht ins Gewicht fallen. 


Tabelle LI. 





Rot Hb. F.-[. Blk. N/Lemm_ Bik. N/t Mill. R. Bemerkungen 


R., 25 j.; Q 4.09 80 0,98 0,02184 0.00534 unmittelbar nach 
Blutentnahme 
404 80 0,98 0.02182 0,00540 6 Std. nach 


Blutentnahme 


Gleicher Wert bei Untersuchungen desselben Blutes sofort unc 6 Stun- 
den nach der Entnahme. Kein Einflu8 der zeitlichen Bedingungen. (Die 


iibrigen Untersuchungen wurden stets kurz nach der Entnahme aus- 
gefiihrt.) 


Die Verunreinigung des Blutkérperchenbreies durch Leukocyten 
kann nur minimal sein, da die Beimischung in unseren Fiillen nicht 
iiber 1/,% betrug. Beziiglich der vielen Fehlerquellen, welche in der 
Art der Blutentnahme und der weiteren Behandlung des Blutes liegen 
kénnen, verweise ich auf die zahlreichen diesem Gebiet gewidmeten 
Abhandlungen der letzten Zeit. Die méglichen Abweichungen sind so 
klein, daB sie fiir diese Untersuchungen nicht ins Gewicht fallen. 
Im tibrigen sind unsere Vergleichswerte stets unter ganz gleichen Be- 
dingungen gewonnen. Der Wert der Methode geht am besten aus 
den mit ihr angestellten Reihenuntersuchungen an normalen Menschen 
hervor. 

II. Maximalschwankungen bei Gesunden zu verschiedenen Tagen und 
Tageszeiten, 


Es wurden Gesunde morgens niichtern, kurze und langere Zeit nach Mahl- 
zeiten und koérperlicher Bewegung, untersucht. Die Ergebnisse finden sich auf 
Tabelle IT. 


Gleichzeitig zeigt sich der geringe EinfluB der Fehlerquellen, die 
2°% nicht tibersteigen. Bei Berechnung der méglichen Fehler ergibt sich 
2.5%, es findet sich also gute Ubereinstimmung. Die Werte auf Tabelle!1 
diirfen also als gleichbleibend angesehen werden. Voraussetzung ist 
natirlich gleicher Farbeindex und gleiches Volumen. 
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Tabelle II. 





Rote Hb. F.-I. Blk. N/lLcmm_ Blk. N/I Mill. R. Vol. % Datum u. Zeit 


1. E.,22j.,3 5,1 |93)0,89} 0,0239 0,00520 47 (27. IV. 10a. m. 
gesund 4,75|85'0,89| 0.0248 0,00522 47 | 6. V. 10" a. m. 
2. B., 25j.,9' 4,7 |85/0,9 0,0253 0,00538 41 16. ITT. 10" a. m. 
vesund 0,00541 42 (18. 117.11" a.m. 
0,00557 40 (18.11. 7" p. m. 
0,00545 40 | 23. III. 8" a. m. 
(ntichtern) 
0,00545 23. I. 12 m. 
(nach d. Essen) 
3.Gz., 16j., gp 4,1 | 80) 1,0 0,0215 0,00525 47 = 12. IV ..friih niicht. 
Gesund 0,00526 7 oe 
| 0,00535 8 foe 
4. H.,28)., © | 5,83 80) 0,76 0,0249 0,00467 45 /|16. Il. 6° p. m. 
ger. Animie | 0,00471 19. II. 10" a. m. 


= 


Die Maximalschwankungen liegen unter 2°, bei Reihenuntersuchungen an 
o g 


Gesunden zu verschiedenen Tagen und Tageszeiten. 
Als Gegenstiick zeigen wir auf Tabelle IIT Schwankungen bis zu 6°, 
des Ausgangswertes innerhalb kurzer Zeit bei einer Person, welcher 


Tuberkulin eingespritzt wurde. 


Tabelle IIL. 








Blk. Blk. 


N/lemm |N/1 Mill. R. Depeeiengen 


Rote Hb. F.-I. | Vol. % 


L., 25 j., 2) 4,5 |70'0,78! 46 0,0189 | 0,00419 | 27. ITT. 9" a. m., dann 1 mg 
Alttuberkulin injiziert 


0,78, 45 | 0,0195  0,00434 27. III. 2" p, m. 
0.78 47 | 0,0200 0.00445 28. III. 9" a. m. 


Veranderungen innerhalb 24 Stunden um 6,2°, unter pathologischen Be- 
dingungen. 


Angenommen, der Wert fiir den anhamoglobinischen Stickstoff habe nur 
5° = 0,00021 mg betragen bei dem Ausgangswert, so betrigt er bei dem Endwert 
nach 24 Stunden bereits 0,00047 mg = 11%, da Volumen und Farbeindex un- 
verandert sind. 


Ill. Mittelwerte fiir gesunde Erwachsene. 

Die Zusammenstellung der bei Untersuchungen von 10 kraftigen Mannern in 
mittleren Jahren gefundenen Werte ergibt als Mittel 0,00563 mg N auf 1 Mill. 
R.; die Werte schwanken nach oben und unten um 5% des Mittelwertes. Der Farbe- 
index liegt zwischen 0,9 und 1,0. Die Volumenschwankungen sind etwas gréBer. 
Der Mittelwert von 6 unter gleichen Bedingungen vorgenommenen Untersuchungen 
an Frauen betragt 0,00527 mg auf 1 Mill. R. mit ebenfalls 5°, Maximalschwankung 
nach beiden Seiten. Da diese Werte stets wiederkehren darf man sie wohl ungefahr 
als Normalwerte betrachten. 
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Tabelle IV. 





Blk. BIk. 














Rote Hb. | F.-l Vol.% =«' “tt calieen N/i Mill. R. Bemerkungen 
1. G., 24j.,3'||5,0 | 100)1,0 | 47=94 0,0295 0,00590 Gesunder 
2. R., 25j., | 4,72; 95)1,0 | 46=98 | 0,0256 | 0,00542 a 
3.2.43), 5,13| 105 1,0 | 48-94 0,0303 | 0.00591 | Sklerosis multiplex 
4.L.,30j.,3 4,55} 8510.94! 45-99 0.0250 | 0.00549 Hysteric 
5. F.,55j.,0'/ 4,5 | 90/10 | 44=99 | 0.0257 | 0,00570 Atherosklerose 
6.K., 30j.,3) 4,9 95 |0,92| 45=92 0,0272 | 0,00554 Gesund 
7.M.,30).,d; 5,0 | 95)0,95| 42=84 | 0,0272 | 0,00544 Neurasthenie 
8. H.,20)..0 4,5 | 90/10 | 44=98 0,0253 | 0.00563 Gesund 
9. G., 16j.,3 4,2 | 80!0,65! 42=100| 0,0225 | 0,00535 
10. H.,25j..d'' 5,1 | 100 1,0 | 48=94 | 0,0295 0,00591 “t 
| Mittel 0,00563 | bei gesunden Minnern 
| Hichste . jos - 5% ‘ 
\wiobae | Wert eee + Bat des Mittelwertes 
11. A., 22j.,9 5,2 | 90)09 | 43=83 0,0275 0,00529 Gesund 
12. D., 20j.,9 4,4 | 85/096 42=95 0,0223 0,00507 | = 
13.W.,18j.,2 5,1 | 100/10 | 48=94 0,0245 0,00519 | Hysterie 
14. B., 25).,9 14,7 | 85/09 | 41=87 0,0256 0,00545 Gesund 
15.8., 54).,2 /5,1 | 100 | 1,0 0,0283 0,00554 | os 
16. B., 21).,9 4,9 | 95/1,0 0,0245 0,00505 | Hysterie 
Mittel 0,00527 = bei gesunden Frauen 
at mra | 90 
Hochster | Wert 0,00554 | + 4,20 des Mittelwertes 
/0 


Tiefster f{ 0,00505 | — 51 

Man nimmt heute an, daB in Erythrocyten 87— 95°, Hiimoglobin enthalten 
sind [Tigerstedt')|. Es entfallen 0,00478 mg N bei einer Million R. auf den 
Hamoglobinanteil, welcher dem von Sahli angenommenen Normalwert entspricht. 
Werden die Werte fiir den anhamoglobinischen Stickstoff hinzugerechnet, so ergibt 
sich bei 5°, ein Wert von 0,0050 mg auf 1 Mill. R., bei 13°, ein Wert von 0,0055 mg. 
Die Werte welche wir fanden, liegen héher, was z. T. durch den infolge der Miinchner 
Hohenlage bedingten héheren Hb.-Gehalt der Erythrocyten verursacht ist. Die 
pathologischen Schwankungen, welche unsere spiteren Fille zeigen, sind z. T. 
wesentlich gréBer als diese im physiologischen Rahmen angenommenen. In den 
Globulinen, welche den Hauptanteil des StromaeiweiBes ausmachen, ist etwa der 
6,25te Teil Stickstoff enthalten. Die Lipoide besitzen nur sehr wenig N. Nach 
Untersuchungen von Bang?,*) ist der Rest N-Gehalt fiir Harnstoff in den R. 
ebenso groB, fiir Aminosiuren héher als im Plasma. Rechnet man 0,025°% Rest- 
N-KOrper, so entfallt davon so wenig auf den N-Anteil der Erythrocyten, daB es 
fiir unsere Untersuchungen gleichgiiltig ist, ob das intakte Blutkérperchen normaler- 
weise Rest-N-Koérper enthalt oder nicht, wie Falta‘) annimmt. Es ist also nicht 
notwendig, hier zu dieser Frage Stellung zu nehmen, betreff der Bedeutung der 


1) Tigerstedt, Lehrbuch der Physiologie des Menschen. Hirzel, Leipzig. 
S. 143. 1911. 

*) Bang, Untersuchungen iiber den Rest-N des Blutes. Diese Zeitschr. 72, 
104, 

3) Bang, Uber die Verteilung des Rest-N zwischen Blutkérperchen und 
Plasma. Diese Zeitschr. 74, 294. 

4) Falta und Richter-Quittner, Uber die Verteilung des Zuckers, 
der Chloride und der Rest-N-Kérper auf Plasma und Kérperchen im strémenden 
Blut. Diese Zeitschr. 100, 148. 
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Aminosiiuren fiir den Zellstoffwechsel der Erythrocyten verweise ich auf die 
Arbeiten von Constantino’). 
LV. EinfluB8 von Firbeindex und Volumen auf die N-Zahl. 


Wie weit die N-Werte der Erythrocyten von unseren Mittelwerten abweichen, 
wenn der Fiirbeindex und das Volumen abnorm vergrébert oder verkleinert sind, 
laBt sich aus Tabelle V ersehen. 


Tabelle V. 





1. B., 60j., 2 2,69 65 


2. K., 40j.. 2 | 2,81 75 





s Blk. Blk. 
N/lt cmm N/1! Mill. R. 


Rote Hb. F.-I. Vol.-% =u Bemerkungen 


9 
4,98 8&5 86 45= 90 0.0272 0.00555 Remission 9. VI. 
8 


a a 


Blutbild 


Rechnerisch reduziert auf ?/, (0,98) (88) (0.00476) 

U., 20j., 3 54 | 85 0,79 43= 79 | 0.0189 0,00350 Kachekt. exsud. Tuberkul. 
Rechnerisch erhéht auf */; (0,95) (95) (0,00420) 
4. R., 25}., d 58 90 0,78 | 47= 81 | 0.0257 0,00435 | Proliferat. Tuberkulose 
Rechnerisch erhéht auf */; (0,93) (98) (0,00522) 


(Die reduzierten Werte sind eingeklammert.) Schwankungen im Stickstoff- 
gehalt bei verschiedenem Firbeindex und Volumen. 


Folgendes Rechenexempel soll die Wichtigkeit der Beachtung von F.-I. und 
Volumen bei Beurteilung der Héhe des N-Gehalts der Erythrocyten deutlich 
machen. Multipliziert man bei Fall 1 (perniz. Anamie) den Wert vom 12. IT. mit 
3/,, so erniedrigt sich der F. I. von 1,2 auf 0,9, das Volumen von 115 auf 87, der 
N-Gehalt von 1 Mill. R. von 0,00741 auf 0,00555 mg. 

Dieser N-Wert ist immer noch hoch fiir eine Frau (besonders da bei der Be- 
rechnung aller N als Hb.-Anteil gezihlt wurde). Erstaunliche Ubereinstimmung 
mit diesen errechneten Werten zeigen die wirklichen Resultate der zweiten Unter- 
suchung, als sich der Zustand, wie aus der Tabelle ersichtlich ist, weitgehend ge- 
bessert hatte. Der N-Gehalt fiir 1 Mill. R. ist in beiden Fallen ungefahr gleich, 
bei Beriicksichtigung des Fiarbeindex und Volumens bei der zweiten Untersuchung 
sogar etwas héher. Im Kubikzentimeter Blut driickt sich hier die EiweiBverarmung 
und ihre Besserung viel deutlicher aus. Daf bei dem perniziésen Blutbild mit der 
verschiedenen GréBe der Blutkérperchen die auf die Einheit bezogenen Werte 
mehr als sonst als ideale Mittelwerte zu betrachten sind, ist klar. Bei Fall 2 ergibt 
die Reduktion ebenfalls ein ganz anderes Bild, das dem kachektischen Zustand der 
Frau entspricht. Umgekehrt sehen wir im Fall 4 eine Tuberkulose mit niedrigen 
Werten, die sich bei Berechnung auf normale erhéhen, also durch Farbeindex und 
Volumen bedingt sind. Im Gegensatz dazu zeigt Fall 3 absolut niedrige Werte. 
Es handelt sich um eine exsudative Tuberkulose. 


1) Constantino, Untersuchungen iiber die biologische Bedeutung und 
den Metabolismus der EiweiBstoffe. Diese Zeitschr. 51, 91, 55 u. 402. 


31=115 0,0199 0.00741 Perniziése Aniimie 12. Il. 


33117 0.0178 0,00634 Kachekt. Knochenmarks- 


carcinose mit perniziés. 
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V. EinfluB des Stoffwechsels auf den Stickstoffgehalt der roten Blut- 
kérperchen. 





1. Tabelle IIT zeigte, daB die tagliche Nahrungsaufnahme keinen erkenn- 
baren EinfluB auf den N-Gehalt der Erythrocyten hat. 


Tabelle VI. 





Gew. Kal/1 





ce | ig. | Rote Hb. P-L Vol-% . ‘ Ra ~ Bemerkungen | 
Te J. E., 22j.,5' | 65 40 5,1 93/089 47 0.0239 0.00520 27. VI. bei normaler Kost 
165 em 65,3| 40 4,75) 85)0,89 47 0,0248 0,00522 6.V.n.10 Tg. N-freier Ernahre 
2. K., 30j., d — 52 110)1,06 45 0,0245 0.00471 4.11. n. N-Gleichgew. bei 0.5 ¢ 
170 em — 49 90'0,92; 48 | 0.0272 | 0,00554 24.IT. se Pe: pat 
o 3. B., 79j., 2 | 28,6 _ 46 750,81) 47 0.0188 0,00408 14. XII.20 Inanit. deh. Hunger 
150 em 
rks- 33,5| 50 4,6 | 75/081) 48 | 0,0238 | 0,00517 6. I. 21 + 4 
2108. 38,7| 50 4,9 | 90/091) 50 | 0,0256  0,00523 4. II. 21 * zi - 
4. M.,75j.,2 30,1! 40 2,97, 36) 06> 25 00110 0,00368 4.1. Kachexie bei Ca. ventr. u 
150 cm Animie 
kul 27,0 2.5 30 06 24 0,0097 0.00386 4. Il. (Todestag) 
kul. 5. S., 54j.,0 135,240 5,1 100098 — 00277 0,00554 Red. Ernihrungszustand, jetzt 
139 cms Gewichtszunahme 
0 6. F., 60j., 3 || 53 45 45 90 1,0, 48 0.0257 0,00570 Ebenso bei Arteriosklerose 
16> em 
7. F.,73j.,2|)382 20 4,5 85.094 48 0,0214 0,00475 Red. Ernahrungszustand ohne 
158 em i Gewichtszunahme bei Uleus 


ventriculi mit mangelhafter 
Nahrungsaufnahme 


N.-Schwankung bei verschiedener Ernihrung. 


2. Bei praktisch N-freier, kalorisch ausreichender Ernihrung fand sich bei 
einem gesunden Mann (Fall 1) nach 10 Tagen kein EinfluB auf den N-Wert, ob- 
wohl die Gesamtzahl der R. vermindert ist. In Fall 2 betrug die Versuchszeit meh- 
rere Wochen. Von N-armer wurde schlieBlich zu N-freier Kost iibergegangen. 
Hier war der spater nach N-reicher Kost gefundene Wert wesentlich héher, wobei 
noch der kleinere Farbeindex ins Gewicht fallt, der als Folge einer aus anderen 
Griinden vorgenommenen parenteralen EiweiBeinverleibung entstanden war. 
Es findet sich also nur nach mehrwéchiger N-freier Ernahrung, bei kraftigen 
Menschen und sonst ausreichender Nahrungszufuhr eine Verminderung des an- 

: himoglobinischen N-Anteils im Erythrocyten, die sich bei reichlicher N-Zufuhr 
schnell wieder ausgleicht. 

3. Bei extremer Inanition infolge Unterernahrung (Fall 3) fand sich ein sehr 
niedriger N-Wert. Spatere Untersuchung der bei reichlicher Ernahrung sich rasch 
erholenden Patientin ergab normalen Wert, der trotz weiterer Gewichtszunahme 
und Erhéhung des Farbeindex konstant blieb. Es zeigen Koérpergewicht und 

’ N-Zahl kein festes Abhangigkeitsverhaltnis, wohl aber die augenblickliche Stoff- 
wechselbilanz und die N-Zahl. Der tiefe Wert im Stadium der Dissimilation in 
folge Hungerns schnellt, sobald Stoffansatz eintritt, zur Norm hinauf und bebarrt 
auf diesem Optimum. Die Besserung im EiweiBbestand im Blut tritt auch hier 
in den Werten auf 1 cmm deutlich hervor. 

Nach dem eben Gesagten sind die normalen Werte von Fall 5 und 6 nicht ver 
| wunderlich, da die stark Unterernahrten bereits in das Stadium des Stoffansatzes 
eingetreten sind. Der Fall 4 zeigt eine extrem kachektische Frau mit sekundire1 
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Anamie bei Magenkarcinom. Hier findet trotz weiteren Gewichtsverlustes und 
fast volligen Aufhérens der Nahrungsaufnahme kein weiteres Sinken des N-Wertes 
mehr statt, da er schon auf dem tiefsten Punkt angelangt ist und fast nur Hi- 
moglobin-N vorhanden ist. Der fortschreitende Stickstoffverlust zeigt sich auch 
hier im Kubikzentimeter Blut. Fall 3 ist ein Gegenstiick zu Fall 4. 

4. Fall 7 zeigt einen niederen Wert bei Ulcus ventriculi mit chronischer Unter- 
ernahrung bei einer alten Person. Mehrere gesunde alte Menschen weisen eben- 
falls niedrigere Werte auf, wie Tabelle VII ersehen laBt. 


Tabelle VII. 





mobo 


~ 


=— 


Rote | Hb. F-I. | Vol. % | _ BIH: 


| : 
Wit.ocm | N oa Bemerkungen 
| | r 
.» 80j., d || 5,388 | 85 | 08 | 52 | 0,0247 | 0,00457 Grok, gut ernahrt, Ateriosk. 
71}., Q | 5,0 92 | 0,92 | 51 | 0,0251 0,00501 ” . ‘ a 
74j., Q| 4,5 85 | 0,94 48 | 0,0217 | 0.00475 | Schlecht ernahrt, Ule. vent. 
79}., 2 49 | 90 | 091 50 | 0,0256 | 0,00523 | Rapide Gewichts-Zunahme bei 


Untergewicht. 
Niedere Werte im Alter. 


Die Blutkérperchenvolumina sind hier auffallend hoch, ebenso die Werte fiir 
1 cmm Blut. Wenn man die im Alter anzunehmende Verminderung der Gesamt- 
blutmenge in Rechnung zieht, die sich auBerlich in der faltigen trockenen Haut 
zeigt, wird man trotzdem eine gewisse EiweiBverarmung des Gesamtblutes an- 
nehmen diirfen. 


VI. Einflu8 der N-Ausscheidung auf den N-Gehalt der Erythrocyten. 


Nachdem wir einige allgemeine Gesichtspunkte fiir die Abhangigkeit des 
N-Gehalts der roten Blutkérperchen von der Stoffwechselbilanz an der Hand von 
Beispielen gewonnen haben, bei welchen komplizierende Nebenmomente tunlichst 
auszuschalten waren, interessiert das Verhalten bei gestérter N-Ausscheidung und 
bei Nierenkrankheiten. 

Die vier Falle von Niereninsuffizienz der Tabelle zeigen sehr hohe Rest-N- 
Werte im Serum, die wir nach Bang (I. c.) auch fiir die Kérperchen annehmen 
dirfen. Unsere Werte sind nicht erhéht, bei Fall 3 und 4 sogar sehr niedrig wegen 
uramischen Erbrechens und BewuBtlosigkeit, weil hier die Ernahrung unzureichend 
war. Wichtig ist, daB die uraimische N-Retention im Blute und den Geweben 
im Erythrocyten nicht zum Ausdruck kommt. Vielmehr scheint sich die Becher- 
sche!) Auffassung zu bestatigen, daB der hohe Rest-N-Gehalt des Serums z. T. auf 
pathologischem EiweiBzerfall der Zellen beruht. 

Bei einer akuten gelben Leberatrophie waren die Werte ziemlich hoch; hier, 
wo die Stérungen des N-Stoffwechsels am hochgradigsten sind, war die Ver- 
anderung des N-Werts der R. gering. 

Beziiglich des Verhaltens bei hydropischer Glomerulonephritis und Amyloid- 
niere sei auf die Fille 6—9 der Tab. VIl verwiesen. Der niedrige Wert von Fall 9 
ist auf die exsudative Lungentuberkulose zuriickzufiihren. Wir ersehen aus allem, 
daB der N-Gehalt der R. kein Indicator fiir die N-Ausscheidung ist, wie etwa der 


1) Becher, Uber die Verteilung des Rest-N auf Organe und Gewebe des 
menschlichen Kérpers usw. Dtsch. Arch. f. klin. Med. 135, 1. 
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. t., 











Rest-N beg Rote | Hb. | F.-I. {| Vol. % ea. N La Bemerkungen 
~ 09 j., Fi 1380 [7/051 5,0 | 100).1.0 38 — 0,0221 | 0,00549  Schrumpfniere (gut er- 
nihrt) 
“y 47 j.. Qi 114 | 'se91 4,5 170 | O08 44 0,0244 | 0,00543 Uriimie 9,354 Ser.-Kiw. 
3. v. 1, 50j., td 120 (79/159 4,83 | 80 | 0,83 38 | 0,0226 | 0,00468 ie 
t., 54}, O} 45 [78° | 5.5 | 100) 09 0,0257 | 0.00467 Apoplexie, genuine 
Schrumpfniere, Serum- 
Eiweil 9,95°/, bewubt- 
los, ohne Nahrung 
» 80), © 73 Mog 4,5 85/094 51 | 00253 0.00563 Akute gelbe Leber- 
| atrophie 
.H., 21j., 2 81 |), 36 |%B 7103 | 0,0178 00049) 14. X. 4,9°/, Serumeiw. 
43 335 | 3,04 | 63 | 1,03 | 30: 0,0141 | 0,00465 8. X1. 6,4°/, ‘ 
2,82 | 60 1,06) 27 00,0134 | 0,00474 20. XI. 5,9°/, 4 
| Subakute Glomerulone- 
| phritis 
DD. 614... Ff 4,5 | 8) | 0,93 3D | 0,0280 | 0,00559 Amyloid (Niere, Milz, 
Darm) Knochentuberk. 
5,68°/, Serumeiweib 
, 20j., 3 45 80 | 0.88 40 0.0242 0,00538 Cirrhot. kavernése Lun- 
gentuberkulose. Amy- 
loid der Niere u. Milz 
5 IDES 4,44 85 | 1,0 40  0,0168 0,00378 Exsudat. Lungentuber- 
| 


kulose, Amyloidniere, 
Darmtuberk.,Kachexie 


N-Werte bei Nierenerkrankungen. 


SerumeiweiBwert und der Rest-N-Gehalt des Plasmas. Dieser gibt allerdings 
nach neuesten Anschauungen {Richter')] kein sicheres Bild der N-Retention. 


VII. N-Gehalt der,roten Blutkérperchen bei Infektionen. 

Bei einem Mann mit eitriger Meningitis, der bei hohem Fieber 5 Tage ohne 
Nahrung war, fand sich neben einer enormen Bluteindickung (6,5 Mill. R., 10°, 
SerumeiweiB) ein N-Wert von 0,00433 mg auf 1 Mill. R. bei F.-I. 0,9. Es fragt 
sich, ob dieser niedere Wert der negativen Ernahrungsbilanz allein zur Last fallt, 
oder ob die Infektion mit ihren toxischen Einfliissen und dem Fieber mitschuldig 
ist. Theoretisch kénnte man beim Fieber durch den erhéhten EiweiBzerfall nied- 
rigere N-Werte erwarten. Die Ergebnisse unserer Untersuchungen im Fieber 
sind sehr verschieden. Bei einigen fanden sich fast gleiche Werte bei hohem Fieber 
und in der Rekonvaleszenz, bei anderen erhebliche Differenzen. Es erschien dar- 
nach von vornherein nicht wahrscheinlich, daBS das Symptom des Fiebers als 
solches Veranderungen im N-Bestand der R. hervorruft. Die Bestimmungen 
stammen von verschiedenen Tagen nach Eintritt des Fiebers und von verschie- 
denen Temperaturgraden. Eine Abhingigkeit vom Fieber allein ist also nicht 
nachzuweisen. Vielleicht hat aber die Infektion als solche einen spezifischen Kin 
fluB, der sich u. a. auch im N-Haushalt der R manifestiert. 

1. Unter diesem Gesichtspunkt seien zunachst eine 
fallen betrachtet. 


teihe von Erysipe| 





') Richter, Die funktionelle Nierendiagnostik. Dtsch. med. Wochenschr. 
47, 407. 
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Tabelle [Xa. 



















Bik. Blk. Tag d. 


Rote Hb. F.-L ‘vo. -% N/lemm N’1 Mill. R. Temp. Srkrank. Bemerkungen 

1. D., 35j., @ 1 4,5 | 80/0,9 36 0,0216 0,00479 385 | 2. Tag} 25. IV. 

E. am Gesi8 | — |— (09 | — — 0,00498 36° 3. nach Entfieberung. 4. V. 
2 22j., 2 | 5,3 | 9510.89; 43 | 0,0248 | 0,00467 | 40°) 2. ,, 

Gresichtsrose | 5,2 88 0,86 43 0.0275 | 0,00529 | 365 8. ,,  2Tagenach Entfieberung 
3. R., 25j., 2 4,6 | 90/098, 45  0,0206  0,00448 | 39° 3. ,, 

(resichtsrose 0,94 43 die 0,00705 | 365 10. ,, (1. Tag fieberfrei 

0,98 44 — 0.00084 | 36° 117. ., |8 ,, 

4. B., 52j., Q | 4,5 | 90/1,0 35 =0,0219 + 0,00486 41° 9. Exitus am Tag daraut 


Wandererysip. 


Ohne weiteres fallt der niedrige N-Wert im Fieber, sein Ansteigen in der 
Rekonvaleszenz auf. Bei Fall 3 ist dieser Anstieg am 1. Tage nach der Ent- 
fieberung am héchsten und ist eine Woche spater zur Norm gefallen. Es handelt 
sich durchweg um kraftige Menschen bei ausreichender Ernahrung. Die Unter- 
schiede sind am gréBten bei den jungen Miidchen, bei welchen die Krankheit sehr 
akut verlief. 

2. Vergleichen wir damit verschiedene Fille von Pneumonie und einen 
Fall von Angina. 


Tabelle LX b. 















Oe 


| Blk. Bik. Krank- 








Rote Hb. F.-I. Vol-% N/lemm N/1 Mill. R. Temp. heitstag Bemerkungen 
.. 16j., 36,13 11009 49 0,0286 | 0,00467 36° vor \ Angina lacunaris bei beg. 
5,75 100.0,9 47 0,0273 | 0,00475 40 2. Tag f nT he. 
,63j., 35,16 900,82 48  0,0251 | 0,00487 38° | 3. Tag | 
497 800,81 47 00,0260 | 0,00503 36° 11. Tag |\ roupése Pneumonie 
: nach Ent- ( 
fieberung 
, 33j., 2) 4,08 45:0,56 34  0,0132 | 0,00323 38° | 4. Tag ls 
4,95 560,56 34  0,0186| 0,00378 36° 5. Tag | Sept. Pneumonie und 
nach Ent- | Endokarditis 
| fieberung 
., 30)j., 3 | 4,93 100) 1,0 42 0,0292 | 0,00605 | 40° 3. Tag, Doppelseitige Pneum. 
"., 21)j.,0 5,4 |100/0,93, 47 | 00276 0,00512 | 39° 8. Tag) Hinziehendes Fieber hei 
croup. Pneumonie 
, 29j.,0/4,8 850,89 44 0,0265 0,00552 40° 4.Tag Croup. Pneumonie 


Hier finden sich durchweg hohe Werte bei Einzelbestimmungen im Fieber 
(4—6) bei Pneumonie, bei Serienbestimmung etwa gleiche Werte auf der Héhe 
der Erkrankung und in der Rekonvalescenz. Nur bei einer schweren septischen 
Pneumonie (Fall 3) mit sekundarer Animie steigt der N-Wert bei gleichbleiben- 
dem F, I. waihrend der Erholung stark an. Dies ist ein von der croupésen Pneu- 
monie abweichendes Verhalten. Aus diesen wenigen Fallen bestimmte Schliisse 
zu ziehen ist nicht angaingig. Da sich rein auBerliche Einfliisse von Fieber und 
Ernahrung ausschlieBen lassen, erscheint es wahrscheinlicher, daB dabei tiefer 
liegende, mit dem Wesen der Erkrankung verkniipfte Vorgiinge toxischer oder 
immun-biologischer Art am Werke sind. 

3. Es sollen nun noch Untersuchungen bei einer in sehr verschiedenen Ver- 
laufsformen auftretenden Infektionskrankheit folgen, der 

Tuberkulose der Lungen. 


Tabelle Xa bringt eine Zusammenstellung schwerer exsudativer For- 
men, welche fast alle bald nach der Untersuchung starben. 
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Tabelle Xa. 





Gew. . F ser-Eiw ’ 
sew. on. | Bb. | Fr. |YOl. ,,s [Set-Eiw.) mg mg 


kg , at ; oy Nil cem N/I MR. Bemerkungen 


1.3., 33j.,3 | 40,2 | 4,9 70 | 0,72 36 73 59 — 0,0196 |0,00396 Rasch progredient, mii- 
168 cm pail ; . : Rie fiebernd. 4 
He.,19j.,F) abge- 644 115 09 56 87 10.0 00247 0.00383 Spontan Pneumothorax, 


5. Sch.,62 j., 3 40.4 5.4 SU 0,74 | 44 82 7.29 | 0.0234 0.00433 Periton. Tuberkulose. + 


magert Darmtuberkulose, + 

}. Ha., 20)., 3 |} 45,3 | 3,8 70 = 0,94 42 91 6,23. 0,0170!0,00434' Hiochfiebernd. Darmtu 
168 cm 

4B. 


a extr. a“ berkulose, r 
19j-, 3 abge- 444 SO 10 40 91 4,85 00168 0,00378 Darmtuberkulose 
magert Amyloid, 1. 


155 em 


6. S., 


21 j., 


Ir 


151 em mibie fiebernd 
7.K., 50j.,0'|| 34 488 80 0,82 34 70 5,55 | 0,0205 0,00427 Darmtuberkulose, + 
165 cm 


8.N., 


20j.,3 40.0 54 85 0,79 43 79 8&6 0.0189 }0,00350) Darmtuberkulose, + 


165 em 


9.R., 23j.,9 | 41,2 | 5,8 90 O,78 47 81) 9.77 0.0257 0.00435! Kasige Pneumonie. 
154 cm spiiter gebessert 
10. H., 40j., 3 reduz., 5.05 90 | 0,90 6,96 0,0220 0,00435 Kiasige Bronchitis, 4 


Das klinische Bild dieser kachektischen, meist erschreckend aussehenden 
Menschen ist bekannt. In vielen Fallen fand sich autoptisch neben der Lungen- 
erkrankung eine tuberkulése Erkrankung des Darms. Charakteristisch ist die 
meist hohe Zahl fiir Erythrocyten und Himoglobin, die wohl durch eine Vermin- 
derung der Gesamtblutmenge zu erkliren ist. Die von Reich (I. ¢.) sowie Kam- 
merer!) beschriebene Volumenverminderung der R. konnten auch wir in vielen 
Fallen bestatigen. Sie betragt bis zu 20°, und kann eine Verminderung des N- 
Gehalts der R. bewerkstelligen. Doch geht die tatsichliche Reduktion desselben 
wesentlich dariiber hinaus und findet sich in simtlichen Fallen, auch denen ohne 
entsprechende Volumenherabsetzung. Sie betragt 20—30°,. Diese Regelmabig- 
keit ist besonders auffallend, wenn man die groBen Schwankungen der Serumeiweib- 
werte daneben betrachtet. Schon Grawitz?) hat auf GesetzmaBigkeiten im Ver 
halten des SerumeiweiBes hingewiesen. Meyer -Bisch*) fiihrt die hohen Werte 
auf eine Unfahigkeit des tuberkulésen Organismus zuriick, Wasser an sich zu halten. 
In den spiteren Stadien kann die EiweiBverarmnug durch die Bluteindickung 
nicht mehr verdeckt werden, und der SerumeiweiBwert sinkt. Viel deut- 
licher kommt diese Verminderung des EFiweiBbestandes am 
N-Gehalt der Erythrocyten zum Ausdruck, weil hier der 
Wassergehalt ohne Einflu8®B ist. Auch die Mikrocytose ist  vielleicht 
schon eine Reaktion auf diese Atrophie, diesen Verlust an Zelleiweif, und 
dient nicht in teleologischer Weise zur VergréRerung der Atemfliche, wie 
Reich (1. ¢.) meint. Sehr wertvoll wire es, die Schwankung in der Blutmenge 
verfolgen zu kénnen, iiber die der Serumeiwei®gehalt nur ein undeutliches Bild 


1) Kammerer und Geisenhofer, Zur Frage des Erythrocytenvolumens 
bei Tuberkulose. Miinch. med. Wochenschr. 27, 844. 

2) Grawitz, Uber die Animien bei Tuberkulose und Carcinose. Dtsch. med. 
Wochenschr. 893, 1347. 

5) Meyer- Bisch, Uber die Wirkung des Tuberkulins auf den Wasser- 
haushalt. Dtsch. Arch. f. klin. Med. 134, 185. 
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46,6 4.8 90 0,95 45 94 7,4 0.0170 '0,00355 Exsudat. u. proliferativ, 
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geben kann. 


, 
\. 


Schoen: 


Die N-Werte fiir | com Blut gehen den Serumeiweibwerten ziemlich 


parallel und sind ebenfalls ein Ausdruck des Wassergehaltes des Blutes. 


Tabelle Xb zeigt eine Anzahl proliferativer Tuberkulosen. 


Tabelle Xb. 





Gew 


Rote Hb. | F.-1. 04 as ae prt < Agly Bemerkungen 
1. A., 26j.,2 50 5,15) 95.092 46 89 84  0,0291 0,00563) Beg. prolif. Tbk. beid. Spitz. 
147 em Subfebrile Temp. 
2. 1., 17j..3 52,4 6,5 120'0.92 49 80 82 0.0286 0,00467) Prolif. Thk. der link. Spitze. 
161 em 60 6,0 120.1, 50 88 7,7 0.0300 0,00500'6 Wochen spiiter bei Ent 
lassung ins Sanatorium. 
3. P., 30).,0 60 46 , 900,97 42 95 9,0 0,0226 0.00492) Ausheilende cirrhot. prolif 
g 172 cm The. 
4. M., 25j., 3 42,5 5,04) 85 0,85 40 80 7,17 (0,0254 0,00507 Cirrhot.-prolif. Tbk. mit 
160 em 7.9 Kavernen, hochfiebernd 
nach anfiinglich. 
4Woch 
5. H., 20), 3 42 45 | 80088 40/89 7,2 0,0242 0,00538 Cirrhot.-prolif. Tbk. cuit 
173 em Kavernen, Amyloid. 
Diese Patienten leben alle noch und wurden z. T. gebessert in Sanatorien ent- 
lassen. Der klinische Verlauf war ein wesentlich anderer als in Tabelle Xa. Der 


Ernahrungszustand war gut bei langsamer Gewichtszunahme. Fall 4 und 5 konnte 


man allerdings ihrem Aussehen und Gewicht nach fiir exsudativ halten. 


Die N- 


Werte der Erythrocyten sind ungefaihr normal oder nur wenig herabgesetzt. In 


Fall 2 ist mit der Besserung ein Ansteigen zu bemerken. F. 1. und Volumen sind 








hoch, das SerumeiweifB ist etwas erhéht. [Es handelt sich dabei um Niichtern- 
werte, die nach Veil!) zwischen 6,3 und 7,3°, als normal zu betrachten sind.] 
Bei Fall 9 der Tabelle Xa und Fall 4 der letzten Tabelle fiel der hohe Wert auf, 
der mit dem klinischen Bild nicht zu stimmen schien. Beide erfuhren bald eine 
auffallende Besserung, die nicht von Bestand war. Mit prognostischen Schliissen 
mu man sehr zuriickhaltend sein, wie die Serienuntersuchungen auf Tabelle Xc 
zeigen, 


Tabelle Xe. 





170 em 


Gew. po .-L Vol-% «2 SeteHiw. mg N/l mg N/1 aE 
oe Rote Hb. F.-I. Vol.-% , 0% pet Mill. R. Bemerkungen 

1. M., 56j., 3, 51,8, 4,32: 80 0,92 6,9 0,0237 0,00551 22. XII. Prolif. Tuberkulose 
49.5 4,12 70 0,86 34 | 83 7,0 0,0188 0,00456 19. 1. Exsud. Aussaat, plitz- 


licher Tod an Hiamoptoé 


2. H., 28j., 0, 71 4,04 80 1,0 42 102 7,98 | 0,0207 0,00512) Prolif. Tuberkul., plitzliche 
175 em Pneumonie + Pleurit., 40 
70,7 4,19 80 0,98 . 9,46 | 0,0193 0.00462 Nach 3 Wochen: Pneuno- 


pyothorax 38° 

69,3: 4,0 65/081 41 100 8,56 
Fall 1 war bei der ersten Untersuchung noch im guten Allgemeinzustand, 
wurde dann sehr schnell schlechter und endete vorzeitig an Haimoptoé. Der Ab- 
fall des N-Wertes ist deutlich, hat aber noch nicht den tiefsten Punkt erreicht. 


1) Veil, Uber die klinische Bedeutung der Blutkonzentrationsbestimmung. 
Dtsch. Arch. f. klin. Med. 192, 504; 113, 226. 





0.0174 |0,00435 Hinziehend, nach 6 Wochen 
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Ein prognostischer SchluB aus dem hohen Anfangswert wire falsch gewesen. 
Auch bei Fall 2 geht der Abfall des N-Wertes dem Krankheitsverlauf ziemlich 
parallel, ohne vom Hb.-Gehalt allein beeinfluBt zu sein. Bei dem gleichmaBigen 
Verhalten einerseits bei exsudativer, andererseits bei proliferativer Tuberkulose 
ist schwer zu sagen, wieviel auf Kosten der Begleitumstinde , wieviel auf die 
spezifisch-tuberkulése Einwirkung selbst fallt. 

Es wurden deshalb Untersuchungen bei Tuberkulininjektionen Ge- 
sunderund Tuberkuloseverdachtiger angestellt. Bei klinisch sicher 
Gesunden fand sich keinerlei Einwirkung auf den N-Gehalt der Erythro- 
cyten auch bei grofen Tuberkulindosen. Sechs Falle mit sicherer tuberkuldser 
Infektion finden sich auf Tabelle Xd. 


Tabelle Xd. 





Gew. Rote Hb. Fl. Vole% 1 Ser.-Eiw. mg N/1 mg Nil Bemerkungen 
9 emm — Mill. R. 


750.91) 40 95 7,6 (0.0194 00474 12. IL. 


25j.,¢, 49,6 4,18 


1. Do., Z 
17.1. */;9 mg ATb.; 

154 em 49.5 4.38 800,92) 42 96 79 0,0217:0,0504 18.1. Polyurie, LR + AR + 
Klin.: fragl. Erkranke. 
linken Spitze 

, - bedi 
2, Dit.,20j.,€, 47,1 4.8 850,88) 43 89 83 0,0283 0,00586 16. tare ‘ho on Sey 
165 em hans aes pie os 
46,0 4,7 820,88 44 93 7,8 0,0273 0,00584 28. 1./ nach 1,0 mg ATH. 
’ | Polyurie, LR t AR( 
nach 10 ATb 
45,7. 4,7 850,90) 43 92 7,9  0,0235 0,00497 30. 1.4 Oligurie, LR 
HR 
47,0 4,8 850,88 42 88 7.6 0,0226 0,00473 10. II. 
47,0 4,13 700,87] 40 97 7,9 (00201 0,00487 11. 1. {TaN ATP 
Klin.: beginnende 
Tbk. eines Oberlappens. 
3. L., 263., 9 45 700,78) 46 100 95 (0,0189 0,00419 Vormittags, dann 1,0 ATb. 
Q,78) 45 8.6 0.00434 Nachmittags | VPolyurie 
0.78) 47 9,2 0,00445 nichst. More. f R + +,AR 0. 
Klin. : Bronehialasthma bet 
inakt. Spitzentbk. 
4. V., 26j., 3 6,06 1080.89) 48 80 8438 (0,0284 0,00490 Ausgeheilte proliferat. - cirrh. 
0,90) 45 8.68 0,00545 The. auf 1 mg ATb. 
ringe AR. 
5. Sh., 25j}., 5,1 |102,1,0 42. 83 817 |0,0269 0,00528 13. X. niichtern 


5 6. B., 


2 mg Tb. 10" vorm. 
1,01] 48 8,26 | 0,00500 14.X.n.A +.L+.H 


5,1 | 900.88! 48 94 & 70 0,0275 0.00540 15. X. Abklingen der Reakt 
37,5°. proliferat. Tbk. (Ini- 
til.) Keine Polyurie, Anstieg 
des Serums-, Eiweilgehalts. 


24j., d 53,7 4,6 90/097) 48 8,60 0,0244 0,00531 14. X. Herd R + AR (37? 


bei Pirquet 
0,95! 43 8.64 — 000556 17. X. R. abgeklungen 


Cirrhot. prolif. Thk. heider 


Spitzen, Thk.-Bae. 


Es handelte sich bei diesen Fillen um die Frage, ob eine Spitzenverinderung 
aktiv ist oder nicht. Fall 1 reagierte mit Fieber, Polyurie und Lokalreaktion an 
der Stichstelle auf '/,, mg Alttuberkulin. Aktive Tuberkulose war auszuschliefen, 


20" 
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der N-Wert stieg bei gleichbleibendem F.-I. um 6,3°,, des Ausgangswertes, der 
anhamoglobinische Anteil vermehrte sich ungefahr um die Halfte. Fall 2 reagierte 
auf die ersten Injektionen nur lokal. Die N-Werte waren hoch und gleichbleibend. 
Bei einer Herd- und Allgemeinreaktion auf 1,0 mg Alttuberkulin sank der N-Wert 
stark ab und hielt sich bei spiteren Infektionen auf gleicher Tiefe. Die Patientin 
ist jetzt nach voriibergehender Besserung mit tuberkuléser Meningitis erkrankt. 
Fall 3 hatte auf 1 mg Alttuberkulin starke Lokalreaktion und Anstieg des N- 
Wertes um 6°,. Eine aktive Tuberkulose konnte wie bei Fall 1 nicht nachgewiesen 


und hier nicht als Grund fiir das Bronchialasthma angesehen werden. Auch bei 
Fall 4 erfolgte ein Anstieg des anhimoglobinischen Stickstoffs gleichzeitig mit 
riner geringen Allgemeinreaktion ohne Herdreaktion. 

Festzuhalten ist 1., daB eine Anderung des N-Wertes deutlich wird 
| nach Tuberkulinreaktion, welche mit anderen allergischen Veriinde- 
j rungen (Fieber, Polyurie) gleichzeitig ist. 2. DaB eine Erhéhung des 

N-Wertes bei inaktiver Tuberkulose, Verminderung bei einer Herd- 
a reaktion eintritt. Die Polyurie und die Veriinderung des Serumeiweib- 
gehaltes zeigen Verschiebungen im Wasserhaushalt des K6rpers an. 
Der N-Gehalt der Erythrocyten sollte davon nicht verindert werden. 
Man darf also als das Nichstliegende vermuten, caf auch im Stickstoff- 
haushalt durch das Tuberkulin bzw. die dadurch ausgeléste Reaktion 
des tuberkulésen Organismus Verschiebungen stattfinden, die wir in 
| einer Veriinderung des anhimoglobinischen Stickstoffs der Erythrocyten 
F nachweisen kénnen. Daf bei der Verschiedenheit des Verhaltens beim 
Erysipel, bei der Pneumonie und bei der Tuberkulose vielleicht spe- 
zifische Einfliisse am Werke sind, ist nicht unwahrscheinlich. Doch 
miiBte dies noch an einem gréberen Material nachgepriift werden. 





Ergebnisse. 

1. Es gibt Schwankungen im N-Gehalt der Erythrocyten, welche 
vom Himoglobingehalt und Volumen unabhingig sind, sich also auf 
den anhimoglobinischen N-Anteil beziehen. Diese Schwankungen liegen 
auBerhalb der Fehlergrenze der Methode. 

2. Unter normalen Verhiltnissen sind die N-Werte der roten Blut- 
kérperchen innerhalb der Fehlergrenzen von 2,5°, konstant und zeigen 
keine Tagesschwankungen. Die mittleren Werte bei normalem Himo- 
globingehalt sind beim Mann 0,00563, bei der Frau 0,00527 mg auf | Million 
rote Blutkérperchen. Die Zahlen fiir | eem Blut haben zuweilen klinisches 
Interesse. Im Alter scheinen die Werte etwas niedriger zu liegen. 

3. Die pathologischen Schwankungen des anhimoglobinischen N- 
Anteils kénnen 5—13°,, die man unter physiologischen Bedingungen 
als Variationsbreite anzusehen gewohnt ist, wesentlich iibersteigen. 
Auf genau zahlenmaBbige Bestimmungen erhebt unsere Methode keinen 
Anspruch. 

4. Die Ernaihrung ist nur insofern von EinfluB, als linger dauernde 
Unterernihrung ein Sinken des N-Wertes auf ein Minimum bewirkt. 
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Die Grenzen nach oben und unten sind schnell erreicht, je nachdem 
Stoffansatz oder Einschmelzung statthat. Stickstofffreie Ernaihrung 
allein bewirkt in 10 Tagen noch kein Sinken des N-Wertes, wohl aber in 
lingerer Zeit. Die Werte fiir | emm Blut zeigen oft deutlich die Eiweib- 
verarmung des Organismus an. 

5. Mangelhafte Stickstoffausscheidung bei Niereninsuffizienz driickt 
sich im N-Wert der Erythrocyten nicht aus, es finden sich sogar zum 
Teil niedere Werte bei hohem Rest-N-Gehalt des Serums. Bei Fall 5 
fillt mit der Herdreaktion der Wert um 6°, ab und steigt tags 
darauf iiber den Ausgangswert, gleichzeitig mit raschem Abklingen 
der allgemeinen Herdreaktion. Bei Fall 6 ist kurz nach Abklingen 
einer deutlichen Herdreaktion der N-Wert angestiegen. Die allge- 
meine Reaktion war hier nur angedeutet, Fieberwirkung ist sicher 
auszuschalten 

6. Bei einzelnen Infektionskrankheiten finden sich Verschiebungen 
im anhimoglobinischen N-Gehalt der roten Blutkérperchen, die durch 
Fieber nicht bedingt sind, und die eine Gleichmabigkeit zeigen, die an 
spezifische Einwirkung denken laBt. Bei Tuberkulose finden sich 
wahrscheinlich ahnlich den Verschiebungen im Wasserwechsel der Ge- 
webe auch soleche im N-Stoffwechsel, welche sich in Verinderung des 
anhaimoglobinischen N-Gehaltes der roten Blutkérperchen auch nach 
Tuberkulininjektionen ausdriicken und bei exsudativen Formen am 
schwersten sind, 

7. Gerade die Beobachtungen bei Infektionskrankheiten machen es, 
wenn wir spezifische Einfliisse annehmen, wahrscheinlich, dal wir dic 
Verschiebungen des anhimoglobinischen N-Gehaltes der Erythrocyten 
als Ausdruck von Gewebsveriinderungen, von Veriinderungen in den 
Koérperzellen im allgemeinen ansehen diirfen. Damit liebe sich mittels 
der Untersuchungen der roten Blutzellen in bisher nicht bekanntem 
Mabe ein direkter Einblick in den Stickstoffhaushalt des 
Organismus gewinnen. 








Uber Lipiimie. 
Von 
Fritz Eichholtz. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Rostock.) 
(Eingegangen am 3. Dezember 1921.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Vorbemerkungen. 

Bei Gelegenheit von Untersuchungen tiber das Lungenéddem be- 
schiftigte ich mich mit der Frage, in welcher Weise Schaumbildung 
und Entschiumung zustande kommt. Man kann ja leicht eine ganze 
Reihe von Stoffen auffiihren, von denen bekannt ist, daB sie eine 
Schaumbildung verhindern oder einen vorhandenen Schaum zusammen- 
fallen lassen. So ist die entschiumende Wirkung des Athyl- oder Amyl- 
alkohols eine alte Laboratoriumserfahrung. 

Als van Slyke?) seine quantitative N-Bestimmung mittels Salpetersiure 
einfiihrte, da krankte diese Methode an einer auferordentlich lastigen Schaum- 
bildung, und so haben die Amerikaner in letzter Zeit die verschiedensten Substan- 
zen aufgefunden, die die Wirkung des Amylalkohols noch iibertreffen. Man ent- 
schiumt seitdem mit Isocaprylalkohol, Diphenylather?), mit Isoamylisovalerianat *) 
oder Mischungen aus Terpentin und Colophonium. Alle diese Substanzen bieten 
zunaichst nur ein rein methodisches Interesse. 

In dem Bestreben, zu weiteren entschiumenden Substanzen zu 
gelangen, untersuchte ich nun groBbe Reihen von Stoffen aus dem Ge- 
biete der gesamten Chemie und Biologie und kam dabei zu einem un- 
erwarteten Ergebnis. Ich stellte fest, daB sich diesen entschiumenden 
Substanzen ein Stoff anschlieBt, der durch seine biologische Bedeutung 
zu weiterem Nachdenken herausfordert. Dieser Stoff ist die Milch. 

Fiigt man zu irgendeiner schiumenden Substanz, sei es Blutserum-, 
Pepton-, Seifen-, Saponinlésung oder zu schaumenden Farbstoffen eine 
kleine Menge Milch, so sieht man, daB beim Schiitteln der Schaum 
zusammenfillt. Diese Wirkung ist sehr auffallend. Sie laBt sich unter 
Umstinden in einem Mengenverhaltnis 1 : 2000 nachweisen, d.h. in 


1) D. D. van Slyke und G. E. Kullen, Journ. of biol. chem. 19, 211. 1914. 
) H. H. Mitchell, und H. C. Eckstein Journ. of biol. chem. 33, 373. 1918. 
3) C. H. Fiske, Journ. of biol. chem. 35, 410. 1918. 
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einer Verdiinnung, in der die frither aufgefiihrten Substanzen nicht 
mehr entschiiumen, ja sogar zu einer Verstiirkung der Schaumbildung 
fiihren. (S. u.) 


Untersuchungen iiber die Entschiiumung durch Mileh. 

Die iiberraschende Feststellung, daB man durch Milch entschiumen 
kann, wurde der Ausgangspunkt, um zu untersuchen, worin der Mecha- 
nismus dieser Milchwirkung bestinde. Diese Untersuchungen ent- 
wickelten sich in zwei verschiedenen Richtungen. 

Auf der einen Seite muBte entschieden werden, von welchem Bestand- 
teil der Milch diese merkwiirdige Erscheinung ausging, auf der anderen 
Seite entstand die Frage, auf welchen chemischen oder physikalischen 
Kigenschaften der Milch sie beruhen kénne. 

Was den wirksamen Bestandteil der Milch anbetrifft, so lag es nahe, 
an die fliichtigen Fettsiiuren zu denken, die in der Milch enthalten sind 
und die in der Tat eine prompte Entschiumung zustande bringen. So 
wird eine Saponinilésung | : 20 000 durch Caprylsiiure in einem Mengen- 
verhaltnis 1 : 500 besser entschiumt, die Wirkung ist gleichzeitig an- 
dauernder als beim Isocaprylalkohol. Es ist gleichzeitig bemerkenswert, 
daB die Caprinsiure bei gewohnlicher Zimmertemperatur fest ist’ und 
infolgedessen erst bei héheren Warmegraden entschiumt. Eine Fest- 
stellung, die fiir die Methodik der Entschiumung bemerkenswert 
scheint. 

Aber die Wirkung von Capron-, Capryl-, Caprin-, Myristinsiure 
entspricht dem Typus der Alkohole : sie ist voriibergehend, in schwacher 
Konzentration nicht entschiumend, sondern schaumbildend und deshalb 
nicht zu vereinen mit dem Bild der Entschaiumung durch Milch. 

Es zeigte sich nun, da eine Emulsion von Fetten, von Cholesterin 
oder Lecithin in prinzipiell gleicher, wenn auch quantitativ verschiedener 
Weise zu entschitumen imstande war. 

Versuch 1: Lipoide in 10proz. Atherlésung werden im Mengenverhiltnis 
1 : 1000 einer Saponinlésung | : 50 000 zugesetzt und nach Schiitteln die Schaum 
héhe bestimmt. Das Schiitteln erfolgte in Reagenzglisern gleichen Kalibers. 


Saponinlésung . L : 50000 15 mm 
Nach Zusatz von: Ather : 1: 100 mw 
3utterlisung ..... 1: 100 4 
Schweineschmalzlésung . 1: 100 a as 
Leinollésung . ais 1; 100 S*/o os 
Cholesterinlésung .... 1: 100 oF a 
Lecithinlésung 1: 100 ge 


Jede Lipo 


idemulsion wirkt also mehr 


oder minder entschiumend 





Versuch 2: Milch mit 2,894 Fettgehalt wird verglichen mit gleicher Menge 
Butterfett in Ather gelést. Gleiche Teile werden einer Saponinlésung | : 50.000 
zugesetzt. Es wird 20 Sek. geschiittelt, nach weiteren 30 Sek. die Héhe des Schau- 
mes abgelesen. 
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Saponinlésung . 1 : 50 000 18 mm 
Nach Zusatz von: Ather. A Sein eye “eee is ..; 
Ee eee ee OS 5. 
Milch 5 1: 100+-Ather 1: 100° 0,5 
Butterfettlésung . 1: 100 ZO ss 


Die entschiumende Wirkung der Milch ist demnach zu beziehen auf 
ihre Eigenschaft als Fettemulsion. Die geringfiigigen Differenzen gegen- 
iiber der Butterfettemulsion gleichen Fettgehaltes lassen sich zuriick- 
fiihren auf den verschiedenen Dispersitiitsgrad der Emulsionen, wie 
aus der weiteren Analyse ersichtlich wird. 


Weitaus umstindlicher erwies sich die Frage, wie diese Entschiu- 


mung zustande kime. Die aufgefiihrten Substanzen Fette, Choleste- 
rin, Lecithin ebenso wie die Schaumbildner — Saponine, Peptone, 
i Farbstoffe sind ihrem Aufbau nach so wenig verwandt, daB an eine 


Wechselwirkung chemischer Natur von vornherein nicht gedacht werden 
konnte. In der Tat war kein Schaumbildner aufzufinden, der nicht 
prompt durch Milch oder die aufgefiithrten Emulsionen entschaumt 
worden wiire. 
Es kam also nur eine physikalische Lésung in Betracht. 

Das Problem der Schaumbildung pflegt gemeinhin etwas summarisch 
| behandelt zu werden. Man kombiniert es kurz mit dem Begriff der 
Oberflichenspannung: ,,.Schaumbildner sind solche Stoffe, die die Ober- 
flichenspannung des Lésungsmittels herabsetzen.“" Dann miibten also 
entschiumende Mittel solche sein, die die Oberflachenspannung wieder 





a erhéhen, und man miiBte sich sehr wundern, daB die Milch tiberhaupt 
: entschiumen kénnte, denn die Milch erniedrigt die Oberflachenspannung 
noch weiter. 

Versuch 3: Verainderung der Oberflichenspannung einer Saponinlésung 
durch Zusatz von Milch. 


Methode Wasser Sap.-Lsg.1:250 = ds. n. Zus. v. Milch 1: 20 
Kapillare Steighéhe 

(in Minuten) 21 17 16 
Guttameter 

(in Sekunden) 41 41 42 35 36 «(36 a ae 


Nach Untersuchungen des belgischen Physikers Plateau?) hat nun 
die Oberflaichenschicht aller Schaumbildner eine besonders hohe Ober- 
flichenzihigkeit?). Plateau hangt in der Oberfliche dieser Losungen 
eine Kompa8nadel auf und mibt die Zeit, in der die Nadel von Westen 
nach Norden schwingt. So konnte er zeigen, daB bei allen Schaum- 
bildnern die kolloiden Teilchen sich in die Oberflache drangen und sich 


1) J. Plateau, Statique experiment. et theoretique des Liquides. Gand et 
Leipzig 1875. 

*) S. a. R. Héber, Physikal. Chemie d. Zelle u. d. Gewebe. 1914, 8. 218; 
dort weitere Literatur, 
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doit zu zihen Hautchen zusammenlegen, die sich mit Hilfe der Kompats- 
nadel messend verfolgen lassen. 

Oberflachenspannung und Oberflachenzahigkeit sind also in der 
Hauptsache die Faktoren, die entscheiden, ob es zu einer Schaum- 
bildung kommt oder nicht. 

Ist indessen mit diesen Begriffen das Problem der Schaumbildung 
erschépft / 

Wie schon Plateau in weiteren Versuchen festgestellt hat, ist auch 
die innere Viscositit nicht gleichgiiltig. So mag auch kurz bemerkt 
werden, da nach eigenen Untersuchungen alle die Stoffe, die wie Athyl-, 
Amyl-, Isocaprylalkohol, Terpineol usw. prompt entschéumen, in 
schwachen Konzentrationen selbst Schaum bilden, sich sogar wie alle 
iibrigen Schaumbildner, Eiweib-, Pepton- Farbstofflésungen mit dem 
Schaum ausschiitteln lassen. 

Ist nun schon die Frage, wie tiberhaupt die Schaumbildung zustande 
kommt, in gewisser Bezichung ungeklart, so gerit man in ein vdlliges 
Dunkel, wenn man sich der Entschiumung zuwendet: Oberflachen- 
aktivitat. Oberflachenspannung, Léslichkeit, Fliichtigkeit, Spannungs- 
unterschiede, Verdrangung durch stirker oberflachenaktive Stoffe, die 
ungelésten Partikel in der Fliissigkeit, alle diese Begriffe kénnen in dem 
einen oder anderen Falle einen ausschlaggebenden Faktor bilden. Man 
kann die sonderbarsten Uberraschungen erleben. Ich beobachtete z. B. 
bei Isocaprylalkohol, da®B die Oberflache von aufsteigenden, sich aus- 
breitenden und verfliichtigenden Partikeln erschiittert wird wie von 
einem feinen Regen, wenn man diese Substanz in Wasser lést. Hier 
kénnen also sogar rein mechanische Erschiitterungen eine Rolle spielen. 

Aus alledem ergibt sich, daB die Entschiumung nicht mit einem 
isolierten Begriff wie Oberfliichenspannung umreiben laBt, dab vielmehr 
jede Variation von Schaum und Entschiumung einer besonderen Unter- 
suchung bedarf. 

Wendet man sich nun der Schaumbildung durch Eiweifkérper, 
Seifen, Saponine, Farbstofflésungen zu, so laBt sich diese Schaum- 
bildung zuriickfiihren auf Oberflichenspannung und Oberflaichen- 
zahigkeit. Ist nun die Milchwirkung mit Veranderung der Oberflachen- 
spannung nicht zu begreifen, so kénnte die Oberflachenzihigkeit be- 
troffen sein und in der Tat laBt sich leicht feststellen, da} Milchzusatz 
die Schwingungszeit der Kompafnadel auf den Wasserwert herab- 
driickt. 

Zur Methodik dieser KompaBuntersuchungen ist kurz folgendes zu 
bemerken. Sie erfolgten im engsten AnschluB an die klassischen Unter- 
suchungen Plateaus. Die KompaBnadel von 8 cm Lange war montiert 
auf einem kleinen Pivot, das in der Mitte eines Tellers stand. In diesem 


Teller war die Nordstidrichtung, wie die Ostwestrichtung eingezeichnet. 
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Die Nordstidrichtung wurde zur Messung auf den magnetischen Meridian 
eingestellt. Die zu untersuchende Fliissigkeit wurde in eine 5- Liter-Flasche 
eingefiillt, 20 Sekunden geschiittelt und 2—10 Minuten stehen gelassen. 
Man entnahm nun Fliissigkeit mit einem Heberohr aus den tiefsten 
Stellen des GefaBes und lieB gleichmaBig und unter Vermeidung von 
Blasenbildung in den Teller einlaufen, bis die KompaBnadel in der 
Oberfliche der Fliissigkeit schwamm. Nach einer bestimmten Zeit von 
Beginn des Einlaufens ab gerechnet, wurde die KompaBnadel mittels 
Kisenstiibchens nach Osten herumgeholt, in der Ostlinie losgelassen und 
mittels Stoppuhr die Zeit bestimmt, bis sie die Nordrichtung passierte. 
Es scheint noch notwendig, darauf hinzuweisen, dab mit peinlicher 
Sauberkeit gearbeitet werden mubB. Jede Spur von Staub oder kleine 
Fremdkorper, die an der Nadel hingen bleiben, bringen sofort Ver- 
inderungen der Schwingungszeiten mit sich. 

Versuch 4: Bestimmung der Schwingungszeiten in der Oberflache von 
Saponinlésungen nach Milchzusatz. 

Die einzelnen Bestimmungen erfolgen 1’, 1’ 30’’, 2’ nach Kinfiillen der Saponin- 
lésung in die KompaBschale. 


Konzentration d. Saponinlésung | : LOO 000 L : 50 000 1: 10 000 
Wasserwert 8,5 8,0 8,5 
Schwingungszeit in reiner 
Saponinlésung 16 17 «18 17 20 23 Stillstand 
dgl. n. Milchzusatz | : 2500 8,0 8,0 8.5 12 14 15 ™ 
1 ; 1250 it 16. dO) * 
L: 600 8,0 8,0 9,0 langs. Bew. 
1: 250 » (Los. ist 
entschiumt) 
1: 100 1 20” 
ke 15 16 16 
1; 26 Mh 


Aus diesem Versuch ergibt sich, da} die Saponinteilchen, die sich 
vorher in die Oberflache drangten, sich dort zu einem Hautchen zu- 
sammenlegten und der Kompabnadel erhéhten Widerstand entgegen- 
setzten, durch den Milchzusatz aus der Oberfliiche herausgerissen wer- 
den, so da die Oberfliche nunmehr den Wasserwert liefert. Es geht 
weiter hervor, daB in schwacher Konzentration eine weitaus stirkere 
Milchwirkung eintritt, als dem Gehalt an oberflichenaktiver Sub- 
stanz entspricht. 

Beides gemeinsam ist nur durch die Vorstellung einer stattgehabten 
Adsorption zu begreifen. Insbesondere gilt die verstirkte Wirkung bei 
hohen Verdiinnungen als Charakteristicum der Adsorptionserscheinungen. 
Diese Adsorption muB sich nach Michaelis und Rona unter Um- 
stinden auch durch Bestimmung der Oberflachenspannung feststellen 
lassen. Findet eine Adsorption statt, so muB die Oberflichenspannung 
der Milch durch Zusatz yon Saponinlésung erhoéht werden. 
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Versuch 5: 


Art der Lésung Wasser Saponin 1; 250 dgl.+- Milch 1: 20) Mileh 1: 20 
Kapillare Steighdhe 21 18 18 16 
Guttameter 4] 36 35 31 


Auch aus diesen Zahlen laBt sich der SchluB ziehen, dab die ent- 
schiumende Wirkung der Milch eine Adsorptionswirkung ist. Es er- 
iibrigt sich, die Versuche mit Serum und Milch aufzufiihren, da sie die 
prinzipiell gleichen Verhaltnisse ergaben. 

Es gehen also von der Milch und damit von den Lipoiden im all- 
gemeinen auffallende physikalische Wirkungen aus. Man kann von 
einer Grundeigenschaft der lipoiden Substanzen sprechen. Eine Eigen- 
schaft, die auf das Wesen dieser Substanzen ein neues Licht wirft. 
War doch bis in die jiingste Zeit fiir manchen Forscher der Ausdruck 
,,Lipoide’ nichts als ein bloBer Sammelname, der die heterogensten 
chemischen Substanzen umfaBte, mit zufallig gemeinsamen Léslichkeits- 
verhiltnissen, die man als reine AuBerlichkeit betrachtete. Durch die 
Arbeiten eines Bang, eines Bloor, durch die Forschungen von Me ver 
end Overton wurden von Lipoid zu Lipoid eine Briicke nach der 
underen geschlagen und man ist nicht mehr weit von dem Standpunkte 
antfernt, daB die physikalischen Kigenschaften der Lipoide keine blobe 
Zufilligkeit, daB sie vielleicht das Wesen dieser Substanzen ausmachen. 


Adsorptionswirkungen im Serum. 

Besonders bemerkenswert erscheint in den vorliegenden Unter- 
suchungen der physikalische Antagonismus zwischen Eiweibstoffen, dic 
sich in die Oberflache drangen, um dort ein zusammenhingendes Haut- 
chen zu bilden und Lipoidkérpern, die diese Eiweifbstoffe aus der Ober- 
fliche herausreiBen und an sich ziehen. Und es lag die Vermutung nahe, 
das dieser Antagonismus auch im lebenden System einen gewissen 
KinfluB ausiibt. 

Kin weiteres Problem steht damit in engem Zusammenhang. In der 
physikalischen Kigenart der Lipoidwirkungen liegt beschlossen, daB mit 
der rein chemischen, quantitativen Erfassung der Lipoidkérper die 
Frage nicht erschépft ist. Es scheint sogar die Annahme nicht un- 
berechtigt zu sein, daf} die absolute Menge der Lipoide gegentiber dem 
Grad ihrer Dispersitit eine untergeordnete Rolle spielt. 

Nun gibt es bisher keine Methode, mit der sich diese physikalischen 
Lipoidwirkungen in tierischen und pflanzlichen Saften erfassen lies. 
Wirft man insbesondere die Frage auf, ob denn wirklich der fundamen- 
talsten Eigenschaft jeder Grenzfliiche, den Adsorptionswirkungen, in 
diesen Saften die geforderte maBgebende Bedeutung zukommt, so geriit 
man sehr bald in Verlegenheit. 

Sind diese Adsorptionswirkungen, deren Vorhandensein niemand 


bestreitet, gering und unbedeutend gegeniiber chemischen Verwandt- 
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schaften, Léslichkeitskoeffizienten, lonenwirkungen usw., oder geben 
sie im Gegenteil den Ausschlag bei der Mehrzahl der physiologischen 
und pharmakologischen Prozesse ? Diese Frage ist schwer zu entscheiden, 
so lange man nicht ein Ma’ hat fiir die Adsorptionswirkungen der 
Lipoide im Serum. 

Auch aus diesem Grunde schien es mir von Wichtigkeit, die Vorgiinge 
im Blut rein physikalisch zu erfassen. 


Es ist seit langem bekannt, da nach starkem AderlaB auffallende 
Veranderungen des Lipoidstoffwechsels auftreten. Nun haben Bloor!) 
und Horiuchi?) gezeigt, dal nach diesem Eingriff beim Kaninchen 
ausgesprochene Lipaimien beobachtet werden kénnen, in denen das 
Plasma von einem feinen Fettnebel milchig getriibt erscheint und 
iiberraschende Fettwerte bis zum 25fachen der Norm zu beobachten 
sind. 

Ich versuchte also nachzuweisen, dab vom lipimischen Serum ver- 
stirkte Adsorptionswirkungen ausgehen, sowie gleichzeitig diese Ad- 
sorptionswirkungen messend zu verfolgen. Ich hielt mich dabei an 
folgende Uberlegungen: 

1. Nach den fritheren Ausfiihrungen gibt die Schaumkraft des un- 
verdiinnten Serums einen Anhalt fiir die inneren Adsorptionen. 

2. Je stirker die Adsorption durch die lipoiden Teilchen der Fliissig- 
keit, desto mehr der oberflichenaktiven EiweiBstoffe werden aus der 
Oberfliche herausgerissen, desto stiirkere Konzentrationen kénnen in- 
folgedessen angesetzt werden, ohne die Kompafnadel aufzuhalten. 

3. Dieselbe Erscheinung mu auftreten, wenn man statt der plasma- 
eigenen Eiweibstoffe etwa Saponinlésung durch lipimisches Serum ad- 
sorbieren laBt. Geht man von einer Saponinlésung aus, die die Kompab- 
nadel zum Stillstand bringt, so muB die KompaBnadel schneller schwin- 
gen, wenn durch das zugefiigte Serum Adsorptionen stattfinden. 

4. Wenn die Kompafnadel in der Oberfliche der Saponinlésung 
auf Zusatz von lipimischem Serum schneller schwingt, so mu man 
erwarten, dafs Saponinlésung durch lipimisches Serum entschiumt 
werden kann. 

Versuch 6 (s. Tabelle). 

Aus der Tabelle ist zu ersehen, daB vom lipamischen Blut folgende 
Wirkungen ausgehen: 

1. Verminderung der Schaumkraft des unverdiinnten Serums. Es 
sei hier nur kurz darauf aufmerksam gemacht, dal} diese Eigenschaft 
ihre besondere Note erhalt durch die engen Beziehungen, in denen das 





1) W. R. Bloor und Mac Pherson, Journ. of biol. chem. 31, 79. 1917. 
Y. Horiuchi, Journ. of biol, chem. 44, 363. 1920. 
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318 Fr. Eichholtz: 


Serum zum Lungendéddem steht. Eine Frage, die ich in einer weiteren 
Arbeit behandeln werde. 

2. In der Plateauschen KompaBmethode haben wir einen Weg 
vor uns, den physikalischen Antagonismus zwischen Lipoiden und ober- 
flichenaktiven Stoffen des Serums, und damit die von den Lipoiden im 
Serum ausgehenden Adsorptionswirkungen messend zu verfolgen. 

3. Auch Saponin wird von den Serumlipoiden adsorbiert. 

4. Es verdient die paradoxe Tatsache festgehalten zu werden, dab 
man eine schiiumende Substanz (Saponinlésung) durch eine andere 
schiumende Substanz (Lipimieserum) entschiumen kann. 

Uberblickt man noch einmal den gesamten vorliegenden Versuch, 
so wird man feststellen, daB sich das lipiimische Serum in prinzipieller 
Weise den Vorgiingen anschlieBt, die bei der Milchwirkung eingehend 
analysiert wurden. Wir haben in der Milchwirkung ein Modell der 
Vorgiinge, die sich im Plasma abspielen. Wir sehen, daB die ober- 
flichenaktiven Substanzen vom Serum mit steigendem Lipoidgehalt in 
steigendem Mabe adsorbiert werden. Wir sehen, daB es im Gefolge der 
akuten Animie zu iiberraschenden Adsorbtionswirkungen kommt, und 
schon hier mag kurz der Gedanke festgehalten werden, dab die durch 
die vorliegenden Untersuchungen festgelegten Adsorptionswirkungen 
zu neuen und generellen Anschauungen iiber die Funktion der Lipoide 
im lebenden Organismus fiihren miissen'). 


Immerhin scheint es notwendig, einen naheliegenden Einwand zu 
entkriften. Es ist durch Windaus u.a. bekannt, daB die Saponine 
auBerordentlich leicht in chemische Wechselwirkung mit dem Cholesterin 
des Blutes treten. Es kénnte sich daher bei der Entschiumung von 
Saponinen durch lipamisches Serum um eine solche chemische Wechsel- 
wirkung handeln. Diesem Einwande lieB sich begegnen durch Vergleich 
mit anderen Schaumbildnern. 

Versuch 7. Weibliches graues Kaninchen im guten Ernahrungszustand. 
Gewicht 1650 g. Wie vorher Zulage von 50 g Leinsamen. 

15. V. AderlaB von 35 ccm, Plasma klar. 


16. V. a » 25 ,, Plasma leicht getriibt. 
17. V. . » 10 ,, Plasma milchig. 
18. V. a » 10. ,, Plasma stark milchig. 
Es wird darauf verzichtet, die Kompaf8untersuchungen wiederzugeben. 
Art d. Lsg. Sapon. 1 : 200000 dgl. + Serum [1/,, — dgl. + Serum IT 1/4, 
Schaumhéhe 15 18 10 
dgl. + Serum IIT '/,, dgl. + Serum IV 1/45 
‘ 4 
Art d. Lsg. Pepton 1 : 4000 dgl. + SerumT#/,, — dgl. ++ Serum ITI ?/45 
Schaumhdéhe 12 20 10 
dgl. + Serum III ?/,, dgl. + Serum IV !/,5 
9 8 


1) S. a. A. Jarisch, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 186, 299. 1921. 
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Also vermag das lipimische Serum auch Peptonlésung in gleicher 
Weise zu entschiumen; die Annahme einer chemischen Wechselwirkung 
ist iiberfliissig. 


Es lag zum SchluB nahe, die mit der KompaBmethode festzulegenden 
Lipoidwirkungen in Beziehung zu setzen zu den chemisch-quantitativen 
Lipoidwerten, wie sie etwa durch Bestimmung der Petroliitherfraktion 
von der Bangschen Mikromethode geliefert werden. 

Versuch 8. Mannliches graues Kaninchen in gutem Ernihrungszustand. 
Gewicht 1300 ¢. Zulage von 50 ¢ Leinsamen. 

, 13. VIL. AderlaB von 30 com, Plasma klar. 


14. VII. ss » 20 ,, Plasma leicht getriibt. 
15. VII. $s » 10 ,, Plasma leicht milchig. 
16. VIL. J » 10. ,, Plasma stark milchig. 1!/, Stunden nach 


AderlaB tonisch klonische Kriimpfe. Tier erholt sich nach kurzer Zeit. 


Petrolitherfraktion nach Bang 13. VOU. 14. VII. 
Lipoidwerte in Proz. 0,13% 0,17% 
Kompafmethode 1 : 2000 : 7.8.9. 1 : 2000 : 6.7.7. 
Wasserwert 5.5.5. 8.8.9. 6.7.7. . 
1: 1000 : 10.11.11. 1 : 1000 : 6.7.7. 
11.12.12. 6.7.7. 
1: 00: co co 1: 500: 16 co 
OO OC 13.15. 
1: 3383: co cx 
15. VII. 16. VII. 
0,23%, 2% 
1: L000 : 7.8.8. 1: 1000 : 7.7.8. 
7.7.8. 
1: 500: 15.18. 1: 500: 9.9.10. 
15. x 1O.LO.11. 
1: 20:0 ow 1: 250 : 10.12.12. 


13.13.18. 


is diirfte verfriiht sein, wenn man aus den diirftigen Zahlen des 
vorliegenden Versuches zwingende Schliisse ableiten wollte. Ich méchte 
indessen der Uberzeugung Ausdruck geben, daB die chemisch-quantita- 
tive Lipoidbestimmung das Problem der biologischen Lipoidwirkungen 
nicht véllig erfassen kann. Daf sich vielleicht von der physikalischen 
Seite her mit gréBerem Erfolg in die vielen dunklen Fragen eindringen 
laBt. Mag sein, daB die KompaBmethode hierbei ihre Rolle spielen wird. 


Es ist festgestellt worden, daB vom lipimischen Serum tiberraschende 
Adsorptionswirkungen ausgehen, und es liegt die Annahme nahe, dab 
diese verstirkten Adsorptionswirkungen nicht ohne biologische Folgen 


bleiben werden, und dies um so mehr, als die meisten organischen 
Stoffe auBerordentlich stark adsorbiert werden. Es sei nur an die 














320 Fr. Eichholtz: 


Alkaloide erinnert, oder an die verschiedenen Substanzen des inter- 
mediiren Stoffwechsels, die gleichzeitig physiologisch hochaktiv sind. 

Es soll daher im folgenden niher untersucht werden, ob und inwie- 
weit die biologischen Wirkungen oberflichenaktiver Stoffe durch lip- 
iimisches Serum veriindert werden. 


Versuche an isolierten Organen. 

Die Grenzflaichenerscheinungen im lebenden System sind Gegenstand 
mannigfacher Untersuchungen gewesen. Es ist die allgemeine Uber- 
zeugung, da sie tief eingreifen miissen in die Bahnen des physiologischen 
Stoffaustausches, daB sie in hervorragender Weise tiitig sind bei der 
Auslésung biologischer Reaktionen. Und doch wird immer wieder hier 
und da ein Zweifel laut. Wenn man unter dem EinfluB der iiberraschen- 
den Adsorptionswirkungen steht, die vom lipiimischen Blut ausgehen, 
so ist man tiberzeugt davon, das dadurch das biologische Geschehen 
weitgehend veriindert werden muB. Und doch unterscheiden sich die 
Vorgiinge im Organismus in fundamentaler Weise von denen, die im 
vorigen Teile physikalisch erfaBt wurden. 

Die vorhergehenden Versuche arbeiten mit Adsorptionswirkungen 
an der Grenzfliche Fliissigkeit: Luft, die im lebenden Organismus nur 
in den luftfiihrenden Wegen der Lungen eine gewisse Bedeutung haben 
kénnten. Nun ist zwar jede Zelle von Blut oder Intercellularfliissigkeit 
umgeben, die Grenzfliche mu daher als Schicht zwischen zwei un- 
vollkommen mischbaren Phasen der Sitz von Oberflichenkraften sein. 
Ob aber bei einer Anreicherung oberfliichenaktiver Substanzen in der 
Grenzschicht der Zelle physikalische Adsorptionen einen mabgebenden 
EinfluB haben, liBt sich kaum entscheiden, so lange es unmdglich ist, 
die Oberflichenkrifte in dieser Grenzschicht messend zu verfolgen. 

In der vorliegenden Frage, ob durch die Adsorptionswirkungen des lip- 
iimischen Plasmas die pharmakologische Wirksamkeit oberflichenaktiver 
Substanzen beeinfluBt wird, tritt noch eine weitere Schwierigkeit hinzu. 

Celowes und Walters!) haben gezeigt, daB Darmmucosa und 
Gewebe die verschiedensten Alkaloide aus ihren Adsorptionsverbindun- 
gen frei machen. Es lag daher die Annahme nahe, daf auch die Ad- 
sorptionsbindungen im lipiimischen Serum durch das lebende Gewebe 
gelést werde, so daB die bis dahin adsorbierten oberflichenaktiven 
Stoffe nunmehr ihre volle biologische Wirkung entfalten kénnen. 

In der Tat geht aus einer Reihe von Versuchen hervor, daB die 
verstiirkten adsorptiven Bindungen von Alkaloiden im lipimischen 
Serum die pharmakologische Wirksamkeit nicht beeinflussen, wenn man 
sie vergleicht mit der Alkaloidwirkung im Normalserum. 


1) G. H. A. Celowes und A. L. Walters, Journ. of the Americ. med. assoc. 
75, 655. 1920. 
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Da die Versuche ohne greifbares Ergebnis blieben, wird darauf ver- 
zichtet, die entsprechenden Kurven wiederzugeben. Es soll nur kurz 
erwaihnt werden, dais weder Versuche mit Strophantin am isolierten 
Herzen nach Straub, noch solche mit Pilocarpin am Magnusdarm, oder 
mit Hypophysin am isolierten Meerschweinchenuterus einen Unterschied 
zwischen lipamischem und Normalserum erkennen lieBen. Dieses Re- 
sultat steht in gewissem Gegensatz zu den fundamentalen Versuchen. 
Storm van Leeuwens}), in denen er nachweist, dab eine Entgiftung 
der verschiedensten Alkaloide durch adsorptive Bindung im Serum 
erfolgen kann. Worauf dieser Widerspruch beruht, steht dahin. Dab 
bei den eigenen Untersuchungen eine Lésung der Alkaloide aus ihrer 
Adsorptionsverbindung in Frage kommt, wird durch Versuche erwiesen, 
in denen die Pilocarpinwirkung am isolierten Darm durch Zusatz fein- 
zerteilter Kohle abgeschwacht werden sollte. Auch dieser Versuch mib- 
lang. Pilocarpin in Ringerlésung mit oder ohne Zusatz von Tierkohle 
hatte in gleichen Dosen die gleiche Darmwirkung. 

Auch direkte Versuche im lipamischen Tier verliefen ergebnislos. 
Ein lipimisches Kaninchen erhielt intravenés nacheinander kleine Dosen 
von Strychnin, die so lange wiederholt wurden, bis schlagartig die be- 
kannten Streckkrampfe auftraten. 

Die injizierte Gesamtdosis war die gleiche, die am Normaltier krampf- 
auslésend wirkte. Das lebende Gewebe besitzt also die Fahigkeit, 
Alkaloide aus ihren Adsorptionsverbindungen herauszulésen. 

In einer weiteren Versuchsreihe erhielt ich im Gegensatz zum 
Vorhergehenden einen ausgesprochenen Unterschied zwischen lip- 
aimischen und Normalserum. Wieland?) hat bekanntlich nach- 
gewiesen, daB die Restitution des hypodynamen Herzens bei Zusatz 
von Serum eine Adsorptionswirkung ist, die auch durch fein verteilte 
Kohle bewirkt werden kann. 

Wenn nun vom lipimischen 
Serum verstirkte Adsorptions- 
wirkungen ausgehen, so wiirde 
vom lipamischen Serum eine bes- 
sere Restitution erwartet werden 
miissen als vom Normalserum. 

Das ist in der Tat der Fall. 

Im Beginn der Kurve sind die abgeschwichten Kontraktionen des 
hypodynamen Herzens dargestellt. Wird nun bei 1. Serum vom 








1) W. Storm van Leeuwen und Le Heux, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 
177, 250. 1919. — W. Storm van Leeuwen, Arch. néerland. de physiol. 2, 650. 
1918; Journ. of pharmacol. a. exp. therap. 17, 1. 1921; Arch. f. exp. Pathol. u. 
Pharmakol. 88, 304. 1921. 

2) H. Wieland, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 89, 46. 1921. 


Biochemische Zeitschrift Band 128. 21 




















322 Ir. Eichholtz: Lipimie. 


1. Tage in einem Mengenverhiltnis 1 : 200 zugesetzt, so erfolgt keine 
Erholung. Nimmt man bei 2. Lipimieserum vom 4. Tage in gleicher 
Verdiinnung, so steigen die Kontraktionen sofort hoch, der hypodyname 
Zustand wird beseitigt. 

Zusammenfassung. 


1. Jede schiumende Substanz kann durch Milch oder Lipoid- 


emulsionen entschiumt werden. 


2. Diese Milchwirkung beruht auf Adsorption und kann mit Hilfe 
der Plateauschen KompaBmethode messend verfolgt werden. 

3. Es besteht im Serum ein physikalischer Antagonismus zwischen 
EiweiBstoffen, die sich in die Oberfliche driingen, um dort ein zu- 
sammenhingendes Hiutchen zu bilden, und den Lipoidkérpern, die 
diese Eiwei8stoffe aus der Oberfliche herausreifen und an sich ziehen. 
Diese Lipoidwirkungen lassen sich mit der KompaBnadel verfolgen. 

4. Vom lipimischen Serum gehen iiberraschende Adsorptions- 
wirkungen aus. 

5. Das lebende Gewebe besitzt die Fahigkeit, Alkaloide aus ihren 
Adsorptionsverbindungen herauszulésen. 

6. Das lipimische Serum hat gegeniiber dem Normalserum eine 
verstarkte Wirkung auf das hypodyname Herz, 
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Einige Versuche tiber die Aciditatsbedingungen des Zuwachses 
von Bacillus macerans und tiber den Verlauf der Starkespaltung. 


Von 
H. v. Euler und 0. Svanberg. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 6, Dezember 1921.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Als biologisches Ausgangsmaterial diente eine aus dem Institut fiir 
Garungsgewerbe!) bezogene Kultur von ,, Bacillus macerans E“, die sich 
im Sporenstadium in einer Nahrlésung befand. Der durch Schar- 
dingers Arbeit?) niher bekannt gewordene Bacillus wurde weiter ge- 
ziichtet sowohl auf sterilisierten Kartoffelkeilen, als in dicken Kartoffel- 
briihen (1000 g¢ geschilte Kartoffeln wurden mit | Liter Wasser durch 
stundenlanges Kochen sterilisiert) und in diinneren stirkehaltigen Nahr- 
lésungen; dieselben waren zusammen gesetzt 

teils nach Schardinger 
100 g Starke (Kartoffel) 
2 | Wasser 
in 2.1 Nahrsalzlésung {2 g Ammoniumphosphat 
0,5 g Magnesiumphosphat 
0,5 g¢ NaCl 
teils aus 
{50 g Kartoffelstarke 
auf 2 1 obiger Nahrsalzlésung 
(Lésung A). 

Letztere Lésung hat sich zum Studium cer Aciditatsbedingungen 
sowie des Reaktionsverlaufes als sehr geeignet gezeigt. Mit Eiweib 
geklarte Bierwiirze sowie Glucose-Peptonlésungen erwiesen sich als un- 
zweckmabige Niaihrlésungen fiir diesen Mikroorganismus. 


1. Aciditiitshedingungen. 

Die Verschiebung der Wasserstoffionenkonzentration durch die 
Wirksamkeit des Bacillus scheint sehr gering zu sein. Mehrere Kélbchen 
mit Kartoffelbriihe wurden mit der urspriinglichen Reinkultur geimpft 
und von Zeit zu Zeit, nachdem bei 36° reichliche Entwicklung der 

1) Uber Versuche mit Kulturen, welche von den Farbenfabriken vorm. Friedr. 
Bayer & Co. in Elberfeld freundlichst zur Verfiigung gestellt wurden, wird spiter 
Mitteilung gemacht werden. 

2) Schardinger, Zentralbl. f. Bakt. (2), 14, 772. 1905. 


Biochemische Zeitschrift Band 128. 
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5324 HH. vy. Euler und O. Sandberg: Acidititsbedingungen des Zuwachses 


Bakterien stattgefunden hatte, und ein ziemlich starker Acetongeruch 
eingetreten war auf die Aciditatsverinderung gepriift. Es ergab sich 
folgende Zahlenreihe : 


Zeit nach Impfen Pu 
Ungeimpft .... 5,75 
el” Ee ane 
te... ae 


Es tritt also wahrscheinlich in der ersten Zeit nach dem Auswuchs 
der Bakterien keine Siurebildung ein oder sie wird durch andere Er- 
scheinungen kompensiert. 

Die Aciditatsbedingungen des Wachstums wurden in den folgenden 
Lésungen gepriift: 

10 cem Lésung A 
5 ecm 0,3-mol. Phosphatgemisch 

Die Phosphatgemische waren in folgender Weise zusammengesetzt 

und gaben den Nahrbéden die folgenden py-Werte : 


A B C D 
5 cem prim. 4cem prim. leem prim. 5 ccm sek. 
leemsek. 4ccm sek. 
Pu: 5,2 6,4 7,0 8,3 


Die Versuchskolben wurden gleichzeitig und méglichst gleichmabig 
mit einer und derselben Platinédse von einer frisch ausgewachsenen 
Kultur geimpft und 2—3 Tage bei 36° aufbewahrt. Nach dieser Zeit 
wurden die Zellenzahlen der einzelnen Kolben mit der Methode des 
direkten Zaihlens unter dem Mikroskop annihernd ermittelt. 


Versuchsreihe 1. 


Pu Zellenzahl 10~-° Rel. Geschw. 
pro cem nach 24 Stunden 
A 5,2 < 0,1 <1 
B 6,4 15 100 
C 7.0 12 80 
D 8,3 10 67 
Versuchreihe 2. 
Al 5,2 < 0,1 
A2 5,2 < 0,1 
3 6.4 5 100 
C 7.0 5 100 
D 8,3 3 60 


Die Werte der relativen Zuwachsgeschwin- 
digkeiten sind in der Abbildung zu einer Kurve 
vereinigt. Das Optimum des Zuwachses liegt, 
wie man sieht, bei py etwa 6,8. Bemer- 
kenswert ist der steile Abfall der Wachstums- 
geschwindigkeit bei Acidititsverschiebungen 
in saurer Richtung zwischen py = 5 und 6. 


Re/. Geschw. 
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\@ 2. Uber den Reaktionsverlaul bei der Stirkespaltung. 

\3 Kine Anzahl 200 ccm Erlenmeyerkolben wurde mit je 100 com det 
Lésung A (siehe oben) beschickt, sterilisiert und gleichzeitig mit je einer 
groBen Platinése einer frisch ausgewachsenen Kultur in Kartoffelbriihe 
geimpft. Ein Kolben blieb zur Kontrolle ungeimpft, die iibrigen wurden 
mit Meisslverschliissen in steriler Weise versehen und im Brutschrank 








bei 36° aufbewahrt. 
; Der Verlauf der Stirkespaltung wurde in folgender Weise stuciert : 
| 3 1. Verfolgung der Jodreaktion. 
| a 2. Messung der etwa eintretenden Gewichtsverminderung. 
1 3. Bestimmung des Totalgehaltes an Kohlenhydraten nach Hydro- 
lyse mit Schwefelsiure. 
4. Reduktionsversuch ohne vorhergehende saure Hydrolyse. 
P Die Resultate werden in der folgenden Tabelle zusammengestellt : 
pence Gewict Totalgehalt an Kolile- Direkt redu- 
Press! m . : Jodreaktion ee hydraten als Glukose zierende Be- 
wake ot pate | a angegeben*) | standteile 
e Ungeimpft blau 2,24 2 0 
1 Tag | schwach blau 0,025 ¢ 2,30 g 0 
2 Tage | fast farblos 0,026 x 2,31 g 0 


*) Die Hydrolyse wurde in folgender Weise ausgefiihrt: 10 cem der Versuchs- 
fliissigkeiten, 0,25 g Stirke entsprechend, wurde in einem 50 cem-MeBkolben mit 
‘ 10 cem Wasser verdiinnt, mit 1 ccm konz. Schwefelsiure versetzt und 4 Stunden 
im siedenden Wasserbade gehalten. Nach vollendeter Hydrolyse wurde zur Marke 
verdiinnt und mit der so erhaltenen Lisung wurden mehrere Zuckeranalysen nach 
Bertrand ausgefiihrt. 


t Ks kann durch diese Versuche als festgestellt angesehen werden, dal 
die Starke durch unsere Kulturen in der angegebenen Nahrlésung fast 
quantitativ in Amylosen (nach der Pringsheimschen Nomenklatur) 
gespalten wird. Die Jodreaktion verschwindet, der Totalgehalt an 
Kohlenhydraten bleibt ungeindert, die Gewichtsverminderung sowie 
f die Bildung von Substanzen, welche Fehlingsche Lésung direkt 
reduzieren ist im Verhiltnis zur angewandten Stiirkemenge (2,5 g) 
sehr gering, etwa 1°. Die Girungsreaktionen waren also gegeniiber 
der Hydrolyse bzw. Depolymerisation der Stiirke verschwindend. 

Wie spitere Versuche gezeigt haben, wird das Zusammenwirken der 
Enzyme des B. macerans stark von den Komponenten der Nahrlésung 
und auch von der Temperatur beeinflu8t. Dadurch ist auch noch die 
Aussicht vorhanden, daB die schon in der grundlegenden Arbeit von 
H. Pringsheim!) angestrebte Trennung der verschiedenen Enzym- 
wirkungen des B. macerans unter geeigneten Bedingungen gelingt 











1)H. Pringsheim und Langhans, Chem. Ber. 45, 2533. 1912. — H. Prings- 
heim und Eissler, ebenda 46, 2959. 1913. 
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Zur Kenntnis der Bedingungen der biologischen Wirkungen 
der Réntgenstrahlen. 


Il. Mitteilung. 


Von 
Eugen Petry. 
(Aus dem Zentralréntgeninstitut des Landeskrankenhauses Graz.) 


(Eingegangen am 7. Dezember 1921.) 


Eine der merkwiirdigsten, und gegeniiber ahnlichen Schiadlichkeiten 
kennzeichnendsten Eigentiimlichkeiten der Gewebswirkung der Réntgen- 
strahlen besteht in der ausgesprochen selektiven Art ihrer Einwirkung 
je nach Art, Provenienz und Entwicklungsstadium der betroffenen Zelle, 
und es kann nicht zweifelhaft sein, daB uns das Verstandnis der derzeit 
noch vollkommen unklaren Ursachen dieser Erscheinung der Erkenntnis 
des Wesens der Reaktion selbst naiherbringen wiirde. 

Soweit es sich dabei um Empfindlichkeitsunterschiede verschiedener 
Zellarten eines Organismus handelt (etwa zwischen Hoden- und Leber- 
zellen), ist uns jedwede experimentelle Priifung der Ursachen der Er- 
scheinung versagt. 

Von Schwarz!) wurde jedoch die Entdeckung gemacht, daf luft- 
trockener, ruhender Samen gegen Réntgenstrahlen unempfindlich ist 

- selbst gegen das 30fache einer fiir Keimlinge der gleichen Spezies 
hochwirksamen Dosis. Hier lagen also groBe Sensibilititsunterschiede 
zwischen zwei Gebilden vor, die direkt ineinander tibergefiihrt wer- 
den kénnen. Dieser Fall, bei dem also in einem chemisch wohldefinierten 
Substrate eine sehr hohe Empfindlichkeit im Laufe weniger Stunden 
gewissermaBen aus dem Nichts entsteht, und zwar durch einen in 
all seinen Momenten gut studierten ProzeB, schien mir besonders ge- 
eignet, bei niherer Analyse Aufklirungen iiber die Gesetze zu geben, 
von denen die biologische Wirkung der R6éntgenstrahlen beherrscht 
wird. Dabei mute der Umstand besonders von Vorteil sein, daB das 
hier vorliegende Objekt (der Keimling) verschiedenen extremen Ein- 
fliissen (der Temperatur, des Feuchtigkeitsgehaltes, der chemischen 
Bedingungen der Atmung, sowie toxikologischen Einfliissen) weitaus 
besser zugiinglich ist, als die meisten tierischen Objekte. 
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Es erschien also not wendig, den EinfluB der einzelnen, den Keimungs- 
vorgang begleitenden Faktoren auf die Sensibilisierung des Keimlings 
zu ermitteln. In der ersten Mitteilung habe ich gepriift, inwieweit das 
Einsetzen der Atmungs- und Stoffwechselvorginge daran be- 
teiligt sei, und es zeigte sich, daB eine Unterdriickung der Atmungs- 
vorginge (z. B. durch Cyanpriiparate) dem Keimling die einmal erreichte 
Empfindlichkeit nicht nimmt. Wir miissen demnach die Ursache letzterer 
in konstitutionellen Momenten, in den Anderungen, die die Z usa m me n- 
setzung des Samensubstrates wihrend der Keimung erfahrt, suchen, 
um so mehr, als mehrere von den vielfachen, die Keimung begleitenden 
Vorgingen geeignet erschienen (siehe [. Mitteilung), die Empfindlichkeit 
des Substrates zu steigern. 

In Betracht kommen dabei: der Quellungsvorgang, die Aktivierung der Pro- 
fermente, die hydrolytischen Spaltungen der Reservestoffe, die oxydativen Ver- 
brennungen und die Assimilations- und Aufbauvorgiinge. 

Unter all diesen Prozessen kommt nun der Quellung eine ge- 
sonderte Stellung zu, insofern sie die mindest tiefgehende, die einzige 
vollkommen reversible Verinderung ist, die auch zeitlich und genetisch 
den anderen vorausgeht, von denen sie sich auch als rein physika- 
lischer Vorgang unterscheidet. Nach Erfahrungen, die beim Studium 
der Hitzeschidigung gemacht wurden, kann nun gerade dem Ein- 
flusse der Quellung eine grofe Bedeutung beim Zustandekommen der 
Empfindlichkeit gegen extreme Einfliisse zukommen. Denn die luft- 
trockenen ruhenden Samen, welche gegen Hitzewirkung ebenso resistent 
sind, wie gegen Réntgenwirkung, kénnen durch Quellungseinfliisse, 
welche zu kurzzeitig oder zu geringgradig sind, um auferdem noch 
anschlieBende weitere chemische Veriinderungen auszulésen, bereits in 
hohem Mae gegen Hitze empfindlich gemacht werden. Es war nun 
naheliegend, auch bei der Réntgenschidigung aihnliche Verhaltnisse 
vorauszusetzen, und da die Quellungseinfliisse auch unter all den auf- 
gezihlten Faktoren am ehesten einer experimentellen Priifung zugiing- 
lich sind, so konnte ich dieselben zum Ausgangspunkt der ganzen Unter- 
suchung machen und unsere Frage nach der Mechanik der Keimungs- 
sensibilisierung gewann dann folgende Gestalt: LaBt sich iberhaupt 
ein EinfluB verschiedenen Quellungszustandes auf die 
Strahlenempfindlichkeit von Pflanzenteilen feststellen, 
und ist dieser geeignet, das ganze Ausmaf der wihrend der 
Keimung stattfindenden Empfindlichkeitssteigerung rest- 
los zu erklaren, oder sind auBer ihm noch irgendwelche 
andere Einfliisse (chemischer Natur) dabei nachweisbar? 


Die Ermittlung des Mechanismus der Keimungssensibilisierung fiihrt uns 
also auf einen Teil unseres eigentlichen Zieles, die Untersuchung der Bedingungen 
der biologischen Strahlenwirkung. Die hier in Rede stehende Bedingung ( Quellungs- 
einfluB) ist nun von groBer Bedeutung in theoretischer Hinsicht: Hofmeister 
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und Lewith*®) konnten namlich feststellen, da} die Koagulationstemperatur von 
reinem Eiweif gleichfalls eine Funktion seines Wassergehaltes ist, und dal 
sich trockene EiweiBpriparate in vitro gegen Hitze resistent erweisen. Da speziell 
das EiweiB der Bakterien diese Eigenschaft ebenfalls zeigte, so konnte also die 
Hitzeresistenz der trockenen Sporen erklirt werden und es war damit die Hitze- 
resistenz eines im Zustand latenten Lebens befindlichen biologischen Objektes 
auf die Hitzeresistenz eines wesentlichen Plasmabestandteiles zuriickgefiihrt, und 
zwar gerade desjenigen, der an der Schiidigung im Organismus hauptsiichlich be - 
teiligt ist. Es hat sich somit wenigstens fiir die Hitzewirkung eine Be- 
ziehung zwischen dem Angriffspunkt einer Schadlichkeit und der 
Abhangigkeit ihrer Wirkung vom Quellungsgrad des Substrates er- 
geben. Durch die damit gegebene Beziehung zum Mechanismus der Schadigung 
gewinnt also die Frage nach der Bedeutung des Quellungseinflusses Interesse auch 
von chemischen Gesichtspunkten aus, und es erscheint eine Priifung des beziig- 
lichen Verhaltens der Réntgenstrahlenschidigung um so lohnender, als wir bei 
dieser hinsichtlich ihres Angriffspunktes noch volikommen auf Vermutungen an- 
gewiesen sind, wenn auch die Resultate sicher nur als Wegweiser fiir weitere Unter- 
suchungen verwertbar sein werden. 


Wenn wir den KinfluB des Quellungsgrades auf die Strahlenempfind- 
lichkeit untersuchen wollten, so muBten wir zuniichst vom ruhenden 
Samen ausgehen, und ihn Quellungseinfliissen aussetzen, die nach 
Moglichkeit frei von begleitenden chemischen Veranderungen sein 
muBten. Dies konnte [nach dem Vorgange von Sachs und Fiedler*) 
beim Studium der Hitzewirkung] am besten durch Priifung der Emp- 
findlichkeit méglichst kurzzeitig gequellter Samen erreicht werden. 
Aber auch noch die ausgebildete Keimpflanze war noch einer 
Veranderung ihres Wassergehaltes — und damit auch einer Priifung des 
Quellungseinflusses — zugiinglich, da es seit Saussure*) bekannt ist, 
daB Keimlinge der ersten Entwicklungsstadien eine lingerdauernde 
Eintrocknung ohne bedeutende Schidigung vertragen, und da der- 
artige Trockenpriparate von Keimlingen bereits zu Resistenzversuchen 
gegen Gifte herangezogen worden sind. Es war so die Mdéglichkeit 
gegeben, frische Keimlinge mit getrockneten auf ihre Empfindlichkeit 
zu vergleichen; andererseits stellten aber auch die Trockenkeim- 
linge selbst einen méglichen Ausgangspunkt fiir neuerliche Quellungs- 
versuche dar. 

Beziiglich der verwendeten Technik muB auf die entsprechenden Bemerkungen 
in der I. Mitteilung verwiesen werden. Das bei der ersten Untersuchung ver- 
wendete Kienru8sickchen wurde nunmehr durch ein brettformiges mit KienruB 
vollkommen angefiilltes Kistchen aus Fournierholz von 4—5 mm (innerer) Dicke 
und 18 x 18cm Oberfliche ersetzt, welches den Réhrenkasten vollkommen ab- 
schloB und, wie Kontrollversuche zeigten, selbst bei Bestrahlung aus 14 em Distanz 
die Warmestrahlen so gut abhielt, da ein empfindliches Thermometer bei Maximal- 
belastung in 5 Minuten nur um 1° C stieg. Dieses Filter wurde bei jedem Versuche 
verwendet. 

Die Dosierung erfolgte bei jedem Versuche auBer nach Zeit durch mit bestrahlte 
Holzknechttabletten. 
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I, EinfluB des Hydratationsgrads auf die Empfindlichkeit. 


Bei der Untersuchung der Strahlenempfindlichkeit gequellter Samen 
durfte nicht auBer acht gelassen werden, da die Quellung von bio- 
logischen Objekten kein einfacher physikalischer Vorgang, wie etwa die 
Quellung einer Leimplatte ist, sondern da® sich an diesen physikalischen 
Vorgang friiher oder spiter verschiedene andersartige, die chemische 
Zusammensetzung und den Funktionszustand des biologischen Ob- 
jektes tiefgreifend verindernde Vorgiinge anschlieBen, die etwas ganz 
anderes darstellen, als das Ziel unseres Versuchsplanes und welche daher 
geeignet erscheinen, unsere Versuchsanordnung illusorisch zu machen. 
Hierher gehért das Einsetzen der Atemvorgiinge, welches nach Kolk- 
witz>) schon bei geringem Feuchtigkeitsgrad und unmittelbar nach der 
Befeuchtung beginnt, sowie die Aktivierung der im Samen ruhenden 
Profermente und in weiterer Folge der dadurch bedingte Ablauf hydro- 
lytischer Spaltungen. Wahrend die Atmungsvorgiinge nach ihrer in der 
ersten Mitteilung nachgewiesenen Bedeutungslosigkeit fiir die Strahlen- 
empfindlichkeit hier weniger interessieren, stellen die hydrolytischen 
Spaltungen (inklusive der Profermentaktivierungen) gerade jenen Prozet} 
dar, von dem wir die Quellung durch unsere Versuchsanordnung ex- 
perimentell trennen wollen. Wir waren daher gezwungen, die eben dar- 
gelegten zeitlichen Verhiltnisse auszuniitzen und einen méglichst friihen 
Zeitpunkt wihrend des Quellungsvorganges fiir unsere Untersuchung 
zu wahlen, in dem wir erwarten konnten, dafs die spiiteren, sich an die 
Quellung anschlieBenden chemischen Verainderungen noch nicht wesent- 
lich zur Geltung gekommen seien, daB also eine méglichst reine Quellung 
(ohne hydrolyt. Spaltungen) vorliege. Natiirlich konnte dies aber an- 
dererseits nur auf Kosten der Vollstindigkeit der Quellung erreicht 
werden, da beide Prozesse zeitlich ineinandergreifen. Unsere Priiparate 
konnten somit zwar -— bestenfalls — durch reine Quellung veranderte 
Samen darstellen, niemals jedoch den Effekt maximaler (reiner) 
Quellung zum Ausdruck bringen. 

Um jedoch trotzdem eine méglichst weitgehende Quellung ohne 
die unerwiinschten Nebenverinderungen zu erzielen war es daher 
geboten, Samengattungen zu wihlen, die méglichst rasch anquellen. 
Ich_ stellte meine Versuche an Linsen an, von denen ich mich 
iiberzeugt hatte, dafi sie in 4 Stunden bereits das Maximum ihres 
Scheibendurchmessers erreicht hatten, und weich geworden waren. 
Wihrend dieser kurzen Zeit (die den 5. resp. 6. Teil der zum Er- 
scheinen der ersten Wurzelanlagen notwendigen Zeit darstellte) 
konnten bei der stets zwischen 9—11° C gehaltenen Temperatur 
weitergehende chemische Veriinderungen des Substrates wohl kaum 


eingetreten sein. 
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Kin Teil der Versuche ist — zur Kontrolle der Befunde — an den 
etwas langsamer anquellenden Gramineen angestellt, wobei die Quell- 
zeit entsprechend linger gewahlt wurde. 

Versuche, die von Detmer*) als besonders rasch quellend empfohlenen 
Lein- und Kressesamen heranzuziehen, scheiterten an der auBergewohnlich 
geringen Empfindlichkeit dieser Keimlinge, welche zur Erreichung des gleichen 
Effektes etwa die sechzigfache Dosis erfordern, wie Vicia faba. 

Die Versuche wurden zuniichst derart angestellt, daB gleichzeitig 
mit den kurz gequellten Samen Keimlinge der gleichen Spezies mit- 
bestrahlt wurden, um die Wirksamkeit der verabfolgten Dosis auf voll- 
entwickelte Keimpflanzen zu kontrollieren und durch den Vergleich 
des Effektes der Bestrahlung an beiden Objekten zu erfahren, in welehem 
GréBenverhiltnis die durch kurzzeitige Quellung der Samen zu er- 
reichende Strahlenempfindlichkeit zur Sensibilitaét des vollentwickelten 
Keimlings steht. Auch war in Vorversuchen die Empfindlichkeit 
trockener ruhender Linsen gepriift worden. Dreibig H zeigten sich stets 
wirkungslos. Bei sechzig H erhielt ich bereits eine Schaidigung der be- 
strahlten Partie auf 62°, der Kontrollprobe. Ich trachtete also zunichst, 
unter dieser Dosis zu bleiben, wobei ich jedoch stets nur Dosen ver- 
wendete, die Linsenkeimlinge ausnahmslos schwer schidigen (iiber 
8 H). 

Versuch 183a: 5!/, Stunden in gekochtem Wasser bei LuftabschluB ge- 
quellte Linsen werden bestrahlt (10 H, 7 Walter). Als Kontrolle mitbestrahlt 
30 Stunden offen gekeimte (Keimbett) Linsen (mit bis zu 7 mm Wurzelliange). 

Linge der Proben nach 13 Tagen: 

Geq uellte Probe: Unbestrahlt (20 Exemplare) 106; bestrahlt (22 Exemplare) 
99 (93°). 

Gekeimte Probe: Unbestrahlt (16 Exemplare) 117; bestrahlt (14 Exemplare) 
13 (889). 

Versuch 175: Linsen von 5 mm Durchmesser werden 51/, Stunden.in gekoch- 
tem Wasser bei LuftabschluB gequellt, wobei sie einen Durchmesser von 6,5 mm 
erreichen. Darauf Bestrahlung (20 H, 7,5 Walter). Als Kontrolle: Linsen gleicher 
GréBe von 45stiindiger Keimung, durchweg ausgekeimt. 

Liinge der Proben nach 11 Tagen: 

Gequellte Probe: Unbestrahlt (25 Exemplare) 82 mm; bestrahlt (14 Exem- 
plare) 73 mm (8$°,). 

Gekeimte Probe: Unbestrahlt (23 Exemplare) 128 mm; bestrahlt (21 Exem- 
plare) 13,7 mm (10,794). 

Die gequellten Linsen zeigen also in beiden Versuchen eine nach- 
weisbare und wohl schon auBerhalb der Fehlergrenzen der Methode 
gelegene Schidigung. Ihr quantitatives AusmaB ist jedoch sehr gering 
im Vergleich zur Schidigung der Keimlinge durch die gleiche Dosis — 
etwa der 9. Teil davon. 

Ich versuchte nun, inwieweit die schidigende Wirkung durch Er- 
héhung der Dosis gesteigert werden kann — wobei ich zunaichst noch 
unterhalb der Empfindlichkeitsgrenze trockener Linsen blieb. 
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Auf die Verwendung voh Kontrollen verzichtete ich dabei jedoch, da bereits 
10 H eine maximale Schadigung von Linsenkeimlingen setzen, und eine Kontrolle 
der Dosierung selbst mit Riicksicht auf die stets durchgefiihrte doppelte Dosierung 
(nach Zeit und mit Holzknechtschen Tabletten) sowie nach meinen stets iiber- 
einstimmenden Erfahrungen iiber die Wirksamkeit von iiber 7 H, hinausgehenden 
Dosen auf Linsen iiberfliissig erschien. 

Versuch 161: 4°/, Stunden in angegebener Weise gequellte Linsen (30 H, 
7 Walter). Lange der Proben nach 27 Tagen: Unbestrahlt (26 Exemplare) 109 mm; 
bestrahlt (20 Exemplare) 85 mm (78°). 

Versuch 163: 4 Stunden gequellte Linsen (30 H, 6 Walter). Lange der Proben 
nach 27 Tagen: Unbestrahlt (29 Exemplare) 83 mm; bestrahlt (30 Exemplare) 
65,7 mm (78°,). 

Versuch 164; Linsen, 4stiindige Quellung. (32 H, 6,5 W). Lange der Proben 
nach 25 Tagen: Unbestrahlt (33 Exemplare) 71 mm; bestrahlt (26 Exemplare) 
54 mm (76°). 

In allen 3 Fallen hatte der Durchmesser der Linsen um 1,5—-2 mm zuge- 
nommen. 


Endlich priifte ich noch die Wirkung einer groBen, iiber die Empfind- 
lichkeitsgrenze trockener Linsen (60 H) hinausgehenden Dosis (70 H). 


Versuch 164 I: Linsen, 4stiindige Quellung. 70H 6,5 W. Lange der Proben 
nach 8 Tagen: Unbestrahlt (21 Exemplare) 90mm; _ bestrahlt (22 Exemplare) 
36 mm (40°,,). 


Diese Versuche zeigen zunichst allerdings eine Zunahme der Scha- 
digung durch die Erhéhung der Dosis, welche auch insofern mit letzterer 
parallel geht, als 70 H noch starker schiidigen als 30 H. Dadureh ist 
nun (Versuche mit 30 H) die Tatsache, daB die kurzzeitige Quellung 
unsere Objekte fiir Strahlenmengen, die sie in trockenem Zustande 
nicht schadigen, empfindlich macht, iiber allen Zweifel erhoben. Aber 
es ist auch noch deutlicher geworden, dafs die dadurch erreichte Emp- 
findlichkeit tief unter jener von Linsenkeimlingen steht, wie be- 
sonders eindrucksvoll der Vergleich des Erfolges der Bestrahlung von 
Keimlingen (in Versuch 183a) mit 10H mit jenem einer Bestrahlung 
der gequellten Linsen mit der 7fachen Dosis (Versuch 168 1) zeigt: 
Im ersteren Falle Schadigung auf 11°,, im zweiten auf nur 40°, der 
unbestrahlten Probe! (Siehe auch Versuch 179, S. 337.) 

Ich habe nun im Anschlusse diese Versuche mit Gramineen wieder- 
holt. Da bei diesen jedoch wegen ihrer schlechteren Quellbarkeit eine 
langere Quellungszeit gewahlt werden muBbte (ca. 24 Stunden, die 
Halfte der bis zum ersten Erscheinen der Wurzelanlage nétigen Zeit), 
so kénnen hier chemische Umsetzungen nicht ausgeschlossen werden. 
Die Versuche kommen also fiir die Beurteilung der Frage, ob reine 
Quellung sensibilisierend wirksam ist, nicht in Betracht; um so wert- 
voller aber sind sie fiir die Beurteilung des GréBenverhiiltnisses der 
Empfindlichkeit von gequellten Samen und Keimlingen. 
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Versuch 838: Weizen. Quellung in offener Schale von 12 Stunden. Kontrolle 
48stiindige Keimung im Keimbett mit beginnender Wurzelbildung. 15 H, 8 Walter. 

Linge der Proben nach 25 Tagen: 

Gequellte Probe: Unbestrahlt (18 Exemplare) 125 mm; bestrahlt (21 Exem- 
plare) 89mm (71°,). 

Gekeimte Probe: Unbestrahlt (35 Exemplare) 215 mm; bestrahlt (26 Exem- 
plare) 44 mm (24°,). 

Versuch 133: Hafer, 22stiindige Quellung unter Wasser in offener Schale. 
Kontrolle, 68 stiindige Keimung (Wurzeln bis zu 8mm). 30H, 8 Walter. 

Linge der Proben nach 22 Tagen: 

Gequellte Probe: Unbestrahlt (38 Exemplare) 153 mm; bestrahlt (35 Exem- 
plare) 118 mm (747°,). 

Gekeimte Probe: Unbestrahlt (41 Exemplare) 187 mm; bestrahlt (25 Exem- 
plare) 12 mm (6,9°,). 

Versuch 139: Gerste, 24stiindige Quellung unter Wasser in offener Schale. 
Kontrolle, 77stiindige Keimung auf Keimbett (.— 10mm Wurzellinge). 14 H, 
8 Walter. 

Linge der Proben nach 15 Tagen: 

Gequellte Probe: Unbestrahlt (52 Exemplare) 140 mm; bestrahlt (35 Exem- 
plare) 135 mm (90°,). 

Gekeimte Probe: Unbestrahlt (48 Exemplare) 167 mm; bestrahlt (37 Exem- 
plare) 63 mm (37°). 

Wie man sieht, sind auch in diesen drei Versuchen die gequellten 
Samen um vieles weniger empfindlich als die ausgekeimten, genau so 
wie bei den Linsenversuchen. 

Zusammenfassend kénnen wir also sagen, daB Anquellung der 
Samen ihre Empfindlichkeit erhéht, daB diese Erhéhung 
jedoch nur einen Bruchteil der Empfindlichkeit vollent- 
wickelter Keimlinge ausmacht. 

Wenn wir nun dieses Ergebnis fiir unsere Fragestellung nach der 
Rolle des Quellungsvorganges bei der Keimungssensibilisierung ver- 
werten wollen, so werden wir darin zunichst einen Beweis dafiir sehen 
kénnen, daB dem Quellungsvorgang tatsichlich eine Rolle dabei zu- 
kommt. Schwieriger jedoch ist das quantitative Ausmaf der nach- 
gewiesenen Empfindlichkeit gequellter Samen zu verwerten: zweifellos 
muB dabei der geringe Grad dieser Empfindlichkeit im Vergleich zu 
jener der Keimlinge bei beiden Versuchsreihen auffallen*) und es laBt 
dies daran denken, daB méglicherweise der Quellungsvorgang nicht 
das einzige, die Sensibilisierung des Keimlinges bewirkende Moment sei. 
Kinen Beweis dafiir kénnen wir aber in diesen Versuchen nicht er- 
blicken, denn wir besitzen keine Gewihr, daB der Quellungsvorgang im 
Zeitpunkte unserer Versuche bereits sein Maximum erreicht gehabt 
habe und der Befund kénnte daher auch einfach durch ungleichen 
Quellungsgrad der beiden Vergleichsproben zustande kommen. 

*) Besonders im Vergleich mit den Verhaltnissen der Warmewirkung in 
Fiedlers Versuch. 
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Kine Entscheidung der Frage war erst auf Grund neuen experimen- 
tellen Materials mit Hilfe einer neuen, diesem Einwande geniigend 
Rechnung tragenden Versuchsanordnung méglich. Ehe wir diese Ver-, 
suche beschreiben, miixsen wir jedoch noch die Beeinflussung eines 
zweiten Versuchsobjektes, des Keimlings, durch Wechsel des Hydra- 
tationsgrades verfolgen. 


Die Austrocknungsfakigkeit der Keimlinge wurde bereits mehrfach [Raabe}’) 
u. a, zum Studium des Mechanismus der Resistenz trockener Samen gegen Nar- 
kotica ausgeniitzt. Man beabsichtigte dabei, dem gegen diese Kérperklasse resisten- 
ten ruhenden Samen ein Objekt gegeniiberzustellen, welches sich von ihm durch 
seinen morphologischen Bau und seine chemische Zusammensetzung wesentlich 
unterscheidet, aber gleichfalls auf Lufttrockenheit gebracht ist, und daher im 
Zustande latenten Lebens verharrt. 

Auch wir wenden uns diesem neuen Untersuchungsobjekt im Bewubtsein 
seiner andersartigen Zusammensetzung zu und werden von seiner Priifung nicht 
nur eine Kontrolle unsrer an Samen gewonnenen Befunde als auch eine Er- 
weiterung derselben erwarten, denn wir miissen darauf gefaBt sein, dab die Ver- 
schiedenheit der Zusammensetzung der beiden Objekte sich dabei irgendwie geltend 
machen kann. 

fs ergab sich also die Frage, ob sich der sensibilisierende Einfluls 
des Quellungsvorganges auch an trockenen Keimlingen bestatigen lit : 
wir muBten daher unsere Versuche an Trockenkeimlingen wiederholen. 
Aber bereits ehe wir dazu kamen, konnte uns eine einfache Prifung 
der Sensibilitat der Trockenpraparate tiber das Bestehen eines Quellungs- 
einflusses AufschluB}S geben, und die niichstliegende Frage ist eben 
wohl die nach dem EinfluB des Trocknungsvorganges selbst auf 
die Empfindlichkeit der Keimlinge. Ich verglich daher zuniichst die 
Kmpfindlichkeit frischer Keimlinge mit jener von Trockenpriiparaten. 


Zu diesen Versuchen verwendete ich vornehmlich Weizen und Gerste, da 
Gramineen [Novaczek*), Marek*)] das Austrocknen am besten vertragen. 
Linsen wurden nur in einem Versuche verwendet. Bei diesen und den unter II. 
mitgeteilten Versuchen mit Trockenkeimlingen wurden stets nur Keimlinge 
gleicher KorngréBe, Quellungsdauer und Entwicklungsgréfe eines einzigen Keim- 
versuches verglichen, und ausnahmslos Keimlinge verwendet, bei denen die Kei- 
mung im Moment des ersten Auftretens einer Wurzelanlage unterbrochen worden 
war. Die Trocknung erfolgte anfangs auf Filtrierpapier unter Schutz vor Staub 
(in Kartonhiilsen) im verdunkelten Raum; spiter wurden sie in einen halbver- 
dunkelten, durch Luftzug stark durchliifteten Raum verbracht und stets 14 Tage 
lang getrocknet. Natiirlich waren sie ebenso wie alles Samenmaterial stets 
vor Réntgenstrahlen geschiitzt. 

Versuch 167: Linsen, 32stiindige Keimung, die Exemplare mit eben vor- 
tretender Wurzel werden in zwei Partien gesondert, deren erste sofort, die andere 
nach vorhergehender 12tiagiger Trocknung bestrahlt. Die Bestrahlung erfolgte 
in beiden Fallen mit einer und derselben Réhre, die sich durch besondere Kon- 
stanz auszeichnete, im gleichen Abstande, unter den gleichen sonstigen Betriebs- 
bedingungen (Schaltung) und bei gleicher und wahrend der ganzen Exposition 
gleichbleibender Harte von 5 Walter (Kontrolle durch das Milliamperemeter). 
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Bei der Bestrahlung der Trockenprobe wurde absichtlich eine etwas gréBere 
Bestrahlungszeit gewahlt. Die frischen Keimlinge erhielten 8 H, die getrockneten 
9H. Die Proben blieben gleich lang getopft. Ernte in beiden Fallen 14 Tage 
nach der Bestrahlung. 

Linge der frisch bestrahlten Probe: Unbestrahlt (16 Exemplare) 95 mm; 
bestrahlt (15 Exemplare) 51 mm (53°). 

Linge der trocken bestrahlten Probe: Unbestrahlt (33 Exemplare) 
61 mm; bestrahlt (33 Exemplare) 66 mm (108°,). 

Das gleiche Ergebnis hatte ein ahnlicher Versuch, bei dem Linsenkeimlinge 
nach 1l4taigiger Trocknung gleichzeitig mit frischen Keimlingen einer neuen 
Serie (gleicher KorngréBe) bestrahlt wurden (9 H). 

Wie wir sehen, vermag die fiir frische Keimlinge hochwirksame 
Dosis auf die 14 Tage getrockneten Exemplare keine nachweisbare 
Wachstumshemmung auszuiiben. Besonders iiberzeugend ist dabei 
Versuch 167, bei dem Exemplare des gleichen Keimversuches Ver- 
wendung fanden. Wir sehen also, dai der Keimling bei der experimentell 
erzwungenen Riickkehr in den Zustand der Latenz des Lebens min- 
destens einen GroBteil seiner durch die Keimung erworbenen Sensibilitiat 
wieder einbiibt. Wir kénnen nun diesen Befund freilich nicht ohne 
weiteres als einen Beweis fiir das Bestehen von Beziehungen zwischen 
Quellung und Strahlenempfindlichkeit ansprechen. Denn es wire denk- 
bar, daB beim Eintrocknen irgendwelche fiir die Strahlenreaktion not- 
wendige Substanzen, die sich waihrend der Keimung gebildet haben 
(z. B. Katalysatoren) zugrunde gehen oder an Wirksamkeit verlieren, 
und da darin die Ursache der eben beschriebenen Erscheinung gelegen 
ist. Wir muBten also — in Verfolgung unserer eigentlichen Versuchs- 
planes — solche Trockenpriparate einer neuerlichen kurzen Quellung 
aussetzen und sehen, ob dadurch die Trocknungsdesensibilisierung riick- 
gingig gemacht werden kann. Nur wenn dies gelang, konnten wir diese 
als reine Wirkung des Wasserentzuges ansprechen. 

Versuch 161: Linsen 24stiindiger Keimzeit, eben sichtbare Wurzelspitze. 
Trocknung, Bestrahlung nach 36 Tagen: eine Partie ohne weitere Vorbehandlung, 
eine zweite nach 4stiindiger Quellung in kaltem ausgekochtem Wasser in ver- 
schlossener Eprouvette. Dosis 45 H. 

Linge der Proben nach 11 Tagen: 

Unbestrahlte Probe 93 mm; trocken bestrahlte 78 mm (839%); gequellt be- 
strahlt 12 mm (12%). 

Versuch 168b: Gerste, beginnende Wurzelbildung nach 48stiindiger Quellung. 
Trocknung, Bestrahlung nach 12 Tagen. Eine Probe ohne Vorbehandlung, eine 
zweite nach 12stiindiger Quellung. Beide Proben mit 55 H bestrahlt. Eine andere 
gequellte Portion wird mit 24 H bestrahlt. 

Lange der Proben nach 16 Tagen: 

Unbestrahlt (19 Exemplare) 132 mm; trocken bestrahlt 55 H (21 Exemplare) 
48 mm (36%); feucht bestrahlt 55 H (22 Exemplare) 16 mm (12%); feucht be- 
strahlt 24 H (17 Exemplare) 51 mm (38°). 


Wie die Versuche zeigen, ist die kurzdauernde Quellung der Trocken- 
keimlinge von einer starken Steigerung ihrer Sensibilitat begleitet. Der 
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durch das Eintrocknen bewirkte Sensibilitatsverlust wird also durch 
einen experimentellen Eingriff, der nach den Versuchsbedingungen (Zeit, 
‘Temperatur, Abwesenheit zugefiihrten Sauerstoffes) wohl hauptsichlich 
nur als Quellung wirken konnte, prompt wieder ausgeglichen. Er kann 
also nicht durch den Verlust einer die Sensibilitit vermittelnden, wiih- 
rend der Keimung gebildeten Substanz erklirt werden, sondern er 
erweist sich als eine durch den Verlust des Quellungswassers 
bewirkte reversible Anderung der Strahlenempfindlichkeit. 

Wenn wir also sehen, da der Wechsel zwischen vegetativem Zu- 
stand und dem Zustande latenten Lebens auch unter den kiinstlich 
geschaffenen Bedingungen dieser Versuche genau ebenso wie bei der 
Samenkeimung mit einer Anderung der Empfindlichkeit verbunden ist, 
ja wenn bei nacheinander durchgefiihrten reversiblen Anderungen des 
Wassergehaltes die Empfindlichkeit jeweils diesem parallel geht, so 
werden wir nicht anstehen, der Anderung des Hydratationsgrades 
wahrend der Keimung einen wesentlichen Anteil am Zustandekommen 
der Keimungssensibilisierung zuzuschreiben. 

Wenn wir dieses biologische Ergebnis auch zur Charakterisierung 
der Bedingungen der Réntgenreaktion nutzbar machen wollten, 
so war es notwendig, vorerst den Mechanismus des Zustandekommens 
dieser Trockenresistenz der Samen aufzukliren. 

Es kénnte dabei ebensowohl die Latenz der Lebensvorgiinge, als 
auch die Wasserarmut der Gewebe als soleche wirksam sein. Nach dem 
geringen KinfluB, den Anderungen der Atmungs- und Wachstums- 
intensitit auf die Empfindlichkeit unmittelbar ausiiben, zu schlieBen 
(siehe I. Mitteilung), wird es nicht wahrscheinlich erscheinen, da} die 
Trockenresistenz auf dem Umwege iiber derartige Vorgiinge zustande 
kommt, sondern wir werden eher annehmen, dab die Reaktionsfahigkeit 
der am Vorgang beteiligten Substanzen durch Eintrocknung direkt 
herabgesetzt wird, dai also in ihnlicher Weise, wie dies von Lewith, 
Cramer u.a. fiir die Hitzeresistenz trockener Bakterien geschehen ist, 
die Resistenz trockener Pflanzenteile gegen Réntgenwirkung als der 
Ausdruck dafiir anzusehen ist, daf}B der Wassergehalt zu den un- 
mittelbaren Bedingungen der Reaktion selbst gehért, und 
damit diirfen wir die erste der beiden eingangs aufgestellten Fragen 
als gelést betrachten: die Anderung des Wassergehaltes des Substrates 
wihrend der Keimung hat tatsichlich teil am Zustandekommen der 
Sensibilitit des Keimlinges, denn die Empfindlichkeit eines Objektes 
ist eine Funktion seines Hydratationsgrades in bemerkenswertem 
Gegensatze zur wesensverwandten Lichtschiidigung (bei welcher der 
Quellungszustand anscheinend bedeutungslos fiir den Effekt der Be- 
strahlung ist) und in um so auffallenderer Ubereinstimmung mit dem 
Verhalten von pflanzlichen Organismen, Eiwei®Bkérpern und Fer- 
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menten gegen die (der Réntgenstrahlenwirkung — fernerstehende) 
Hitzeschadigung. 


Freilich kann der damit gegebene Hinweis auf bestimmte Plasmabestandteile 
(EiweiBkorper und Fermente), denen die Fahigkeit zukommt, im trockenen Zu- 
stande gegen verschiedene Schidlichkeiten (auch Lichtwirkungen)*) resistent zu 
sein, nur als heuristischer Wegweiser gewertet werden. Ja auch der Vergleich der 
Wirkungsweise der drei genannten Schadlichkeiten bedarf noch einer Uberpriifung 
aneinemunddemselben Material da nach Versuchen Kruses!’) Verschieden- 
heiten im Material von groBem EinfluB auf die Befunde sein kénnen, und es daher 
nicht angeht, das Verhalten von Samen gegen Réntgenstrahlen mit jenem der 
Sporen gegen Licht ohne weiteres zu vergleichen. 

Auch sonst sind iibrigens KiweiBkérper und Fermente bereits wiederholt zur 
Réntgenschadigung in Beziehung gebracht worden. Es sei dabei nur an die Be- 
funde Neubergs") erinnert sowie die auf Grund elektrochemischer Uberlegungen 
gewonnene Auffassung Hardys!*), daB die EiweiBkérper die Angriffspunkte der 
Wirkung der Radiumstrahlen seien. Ganz besonders hat aber das Studium der 
histologischen Verinderungen nach Réntgenwirkung zu der Auffassung gefiihrt, 
da® das Chromatin der Kerne den Angriffspunkt darstelle und in Ubereinstimmung 
damit erweisen sich auch besonders nucleinreiche Zellen (Generationszellen, 
Lymphocyten) als empfindlich. 

Ich bin mit einer experimentellen Priifung der Einwirkung der Réntgen- 
strahlen auf die in Rede stehenden Kérperklassen beschaftigt. 


Zum Schlusse erfordert noch das quantitative Ausmals der 
Sensibilitat nachtraglich gequellter Trockenkeimlinge eine kurze 
Besprechung. Wie ein Vergleich der an Linsen angestellten Ver- 
suche 175 und 168 b zeigt, ist die Empfindlichkeit gequellter Trocken- 
keimlinge ganz unverhiltnismabig gréBer als jene der gequellten 
Samen. 

Die Quellung des ausgekeimten Substrates ergibt also entsprechend 
unseren Erwartungen tatsichlich ein anderes Resultat wie jene des 
Samens. War es bereits auffillig, da} der Quellungsvorgang die Emp- 
findlichkeit der Samen nur um einen so geringen Bruchteil der Keim- 
lingssensibilitit hebt, so muB die Beobachtung, dab der gleiche physi- 
kalische Vorgang am durch die Keimung chemisch umgewandelten Sub- 
strat eine ungleich bedeutendere Wirkung erzielt, den Verdacht be- 
kraftigen, daB die Quellung nicht das einzige wahrend der Keimung 
sensibilisierend wirksame Moment darstelle, sondern das auch der 
Anderung der chemischen Zusammensetzung des Substrates eine Rolle 
dabei zukomme. Wir werden daher dieser Frage in der friiher an- 
gedeuteten Weise experimentell niher treten miissen**). 


*) Oppenheimer, Die Fermente. 2. Aufl., 8. 37. 

**) Zur Erklirung des in Rede stehenden Befundes mége spiteren Darlegungen 
vorgreifend kurz erwahnt werden, da dieses Resultat durch die (8. 342) nach- 
gewiesene gréBere Empfindlichkeit von trockenen Keimlingen gegeniiber Samen 
vollauf verstindlich geworden ist. 
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Il. EintluB der dureh die Keimung geiinderten Beschaffenheit des Substrats. 

Wenn wir nun an die experimentelle Priifung der GréBe des An- 
teils, den die Quellung an der Keimungssensibilisierung 
nimmt, herantreten, und so entscheiden wollten, ob tatsichlich auBer 
der Quellung noch ein anderer Faktor dabei mitspielt, so muBten wir 
zu unserem Samenquellungsversuch zuriickkehren. Wir mubten aber 
nunmehr dem Einwurf Rechnung tragen, daB sein Ergebnis durch den 
Umstand beeinfluBt sein konnte, dab die Quellung des Objektes wahrend 
der Versuchszeit zu wenig ausgiebig gewesen sei*). Wir mubten also 
bestrebt sein, nunmehr den Versuch so zu leiten, daB zwar die Quellung 
beliebig lang fortgesetzt werden konnte (damit wir ihr Maximum 
sicher erreichen konnten), da} aber andere Teilvorginge der Keimung 

chemischer Art nach Méglichkeit hintangehalten wurden. So 
war es moglich zu entscheiden, ob eine ents prechend lange fort- 
gesetzte Quellung imstande ist, den vollen Effekt wirk- 
licher Keimung auf die Sensibilitat zu ersetzen. 

Eine vollkommene experimentelle Abtrennung der Quellung von 
allen anderen Teilvorgingen der Keimung ist nun allerdings nicht 
erreichbar: aber wir k6nnen wenigstens das Auskeimen selbst 
(und damit einen wesentlichen Teil der chemischen Verinderungen) 
hintanhalten, wenn wir die Quellung unter Sauerstoff- 
ausschluB ablaufen lassen. 

Ich verglich in einigen Versuchen die Empfindlichkeit von auf FlieBpapier 
gekeimten Linsen mit solchen, welche gleich lang (resp. um 1—2 Tage linger) in 
frisch ausgekochtem und unter Paraffin abgekiihltem destilliertem Wasser ge- 
quollen waren. Zu diesem Zwecke waren die Linsen in einer Eprouvette mit dem 
Wasser iibergossen und die Eprouvette mit diesem bis zur vollkommenen Ver- 
dringung der Luft gefiillt, darauf mit Gummistopfen verschlossen und durch Ein- 
bringen in Ol vollkommen abgeschlossen worden. In einigen Versuchen verwandte 
ich auch Gramineen (Gerste, Weizen), in anderen lieB ich die Hauptprobe in einer 
Anordnung, wie ich sie in meiner ersten Mitteilung unter III. beschrieben hatte, 
iiber Pyrogallol anquellen. In allen Fillen wurde die sauerstofffrei gequellte Probe 
erst unmittelbar vor der Bestrahlung geéffnet. 

Da alle Versuche gleichsinniges Ergebnis hatten, sollen hier nur zwei derselben 
Mitteilung finden. 

Versuch 179: Je 50 Linsen gleicher Gréfe werden a) nach 2stiindigem 
Quellen im Wasser auf Filtrierpapier ausgelegt (Kontrollprobe); b) mit ausgekoch- 
tem Wasser in der beschriebenen Weise in der Eprouvette unter Olverschlub 
gequellt. Bestrahlung beider Proben nach 25stiindiger Quellung. (Die Kontrolle 
hatte Wurzellingen bis zu 9mm erreicht.) Dosis 9,5 H, 7 Walter aus 20cm Distanz. 

Lange der Proben nach 22 Tagen: 

Hauptprobe: Unbestrahlt (12 Exemplare) 211 mm; bestrahlt (15 Exem- 
plare) 184 mm (87°). 


*) Aus gleichem Grunde kann ein abhnlicher Versuch von Kérnicke nicht 
als entscheidend angesehen werden. 
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Kontrollprobe: Unbestrahlt (19 Exemplare) 133 mm; bestrahlt (22 Exem- 
plare) 12,4 mm (9,3°%). 

Versuch 186: Kleine Linsen gleicher GréBe werden in beschriebener Weise 
in ausgekochtem Wasser unter Ol eingeschlossen. Eine zweite gleiche Probe wird 
nach 48 Stunden ebenso eingeschlossen, eine dritte wird gleichzeitig mit der zweiten 
offen auf Filtrierpapier ausgelegt. (Kontrolle) Bestrahlung aller drei Proben 
71 Stunden nach Ansetzen der ersten. Dosis 15 H, 7 Waltef aus 20 em Distanz. 

Linge der Exemplare nach 22 Tagen: 

Erste Hauptprobe: Unbestrahlt (15 Exemplare) 113 mm; bestrahlt 
(21 Exemplare) 93 mm (82°,)’. 

Zweite Hauptprobe: Unbestrahlt (12 Exemplare) 118 mm;_ bestrahlt 
(18 Exemplare) 103 mm (87°,). 

Kontrollprobe: Unbestrahlt (15 Exemplare) 130 mm; bestrahlt (22 Exem- 
plare) 9,8 mm (7,5°,). 

In keinem einzigen dieser Versuche zeigten die unter SauerstoffabschluB ge- 
quellten Proben eine Spur von Keimung. 


Wie wir sehen, ist die fiir Keimlinge hochwirksame Dosis fiir die 
unter SauerstoffabschluB gequellten Proben nahezu wirkungslos und 
auch eine weit tiber die zum Auskeimen notwendige Zeit hinaus fort- 
gesetzte Quellung vermag den sensibilisierenden Effekt der wirklichen 
Keimung nicht zu ersetzen. Beim Zustandekommen der Empfindlich- 
keit des Keimlings muB also auBer der Quellung noch ein Vorgang 
anderer Art mitspielen, der, wie der Versuch zeigt, an das Auskeimen 
gebunden ist. Offenbar erfihrt das Substrat wihrend der Keimung 
eine Umstimmung, welche die Empfindlichkeit erhéht. 

Da unsere in der I. Mitteilung beschriebenen Versuche gezeigt 
haben, daB eine, selbst langerdauernde Unterdriickung von Wachstums- 
und Atmungsvorgiingen (durch Cyanvergiftung oder Anoxybiose) die 
einmal erreichte Empfindlichkeit nicht mehr herabsetzt, so kénnen wir 
die Ursache der erwihnten Umstimmung nicht im Bestehen des Wachs- 
tumsvorganges sondern nur in den besonderen Eigenheiten 
wachsenden Gewebes erblicken, indem wir annehmen, da} wahrend 
der Keimung das Samensubstrat in einem fiir den Ablauf photochemi- 
scher Vorginge wesentlichen Punkte eine Anderung seiner Zusammen- 
setzung erfahren hat, derzufolge es nun eine gréBere Eignung fiir die 
Reaktion besitzt. Diese Vorstellung wird um so weniger Schwierig- 
keiten begegnen, als ja die chemische Zusammensetzung des Samens 
durch die Keimung vielfailtige und tiefgehende Verinderungen und 
Umwandlungen erfahrt, von denen einige in der Tat geeignet erscheinen, 
die Lichtempfindlichkeit zu erhéhen (siehe I. Mitteilung, 8. 24f.). 

Wenn wir uns nun fragen, welche der zahlreichen chemischen Ver- 
iinderungen, die sich wahrend der Keimung abspielen (siehe 1. Mitteilung, 
S. 24f.) dem Substrat die erhéhte Eignung zur Reaktion verleiht, so 
kénnen wir auf Grund unserer Versuche bereits eine Gruppe von Vor- 
gingen ausschlieBen: die hydrolytischen Spaltungen und die Ferment- 
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aktivierungen. Denn von diesen wissen wir, auch durch direkte ex- 
perimentelle Bestaitigung [Palladin')}, daB dai sie auch noch unter 
den Bedingungen unserer Versuche abzulaufen vermégen. Dies gilt 
ferner auch fiir alle intramolekularen Oxydationsvorgiinge. Der das 
Substrat sensibilisierende Vorgang kann also nur unter den an Sauer- 
stoffzutritt gebundenen Prozessen, der oxydativen Verbrennung und 


den plastischen Aufbauvorgiingen -- die aus energetischen Griinden 
ebenfalls der Sauerstoffzufuhr bediirfen —- zu suchen sein. 


Durch eine neue Versuchsanordnung gelang es nun, den Kreis der 
in Betracht kommenden Vorginge weiter einzuschrinken, Ich ver- 
suchte auch die Wirkung verschiedener anderer, das Auskeimen ver- 
hindernder Versuchsmittel wie Atherwirkung und Anwendung 
héherer Temperaturen; und so gelang es mir, bei Gerstenkérnern durch 
Verbringen in einen auf 37° eingestellten groBen Thermostat (Cou- 
veuse) das Auskeimen hintanzuhalten. Ein derartiger Versuch zeigte 
nun ebenfalls eine verminderte Empfindlichkeit der gequollenen, nicht 
ausgekeimten Probe. 

Versuch 187: 33 Stunden lang in verschlossener Eprouvette (siehe oben) 
mit ausgekochtem Wasser gequellte Gerste gleicher GréBbe wird geteilt: die Kon 
trollprobe wird bei Zimmertemperatur auf Filtrierpapier ausgelegt gehalten, die 
Hauptprobe bei 37° (ebenfalls auf Filtrierpapier mit in Wasser tauchenden Enden). 
Die Probe befand sici: in einem grofen Thermostat (Couveuse) des pathologischen 
Institutes. Nach Verlauf weiterer 40 Stunden Bestrahlung. Die Hauptprobe zeigte 
kein Zeichen von Keimung, die Kontrolle war ausgekeimt. Dosis 20 H. 7 Walte: 
aus 16 ¢m. 

Linge der Exemplare nach 3 Wochen: 

Haupt probe: Unbestrahlt (8 Exemplare) 301 mm; bestrahlt (9 Exemplare) 
247 mm (80°). 

Kontrollprobe: Unbestrahlt (18 Exemplare) 253 mm; bestrahlt (16 Exem 
plare) 22 mm (8,6°,). 

Der bei dieser Versuchsanordnung reichlich gebotene Zutritt von 
Sauerstoff sowie die ungehinderte, ja infolge der erhdhten Temperatur 
voraussichtlich gesteigerte Atmung vermochten dem Samen nicht die 
Sensibilitat der Keimpflanze zu verleihen, Es wird also wohl wahr- 
scheinlicher erscheinen, das die Sensibilisierung bewirkende Moment 
nicht in Verbrennungen sondern in den mit dem morphologischen Vor- 
gang des Auskeimens unzertrennlich verbundenen chemischen Vor- 
gingen aufbauender Art zu erblicken. 

Natiirlich miissen alle Versuche, dabei zu konkreteren Vorstellungen zu ge 
langen, verfriiht erscheinen. Denn wir wissen nicht, inwieweit dabgi morpho- 
logische Vorginge, deren Ablauf ja gleichfalls durch unsere Experimente als Be- 
dingung des Zustandekommens der Sensibilisierung erkannt wurde, mitspielen. 
Da histologische Untersuchungen bestrahlter Gewebe eine héhere Empfindlichkeit 
von in Mitose begriffenen Zellkernen erwiesen haben, so ist daran zu denken, dab 
auch so geringfiigige chemische Veranderungen, wie sie derartige histologische 
Umlagerungen begleiten, auf die Strahlenempfindlichkeit EinfluB nehmen kénnen. 


Biochemische Zeitschrift Band 128. yn 
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Die eben festyestellte Sensibilititsdifferenz zwischen gequelltem und 
gekeimtem Samensubstrat lie} mir eine weitere Untersuchung der 
Em pfindlichkeit getrockneter Keimlinge wiinschenswert er- 
scheinen. Denn deren beobachtete Unempfindlichkeit gegen kleinere 
Dosen liBt die Frage offen, ob das Substrat bei Anwendung gréBerer 
Dosen nicht doch Unterschiede gegeniiber der Empfindlichkeit, der 
ruhenden Samen aufweist; es war also notwendig, durch vergleichende 
Priifung beider Objekte mit héheren Dosen zu ermitteln, ob der Keim- 
ling bei der Trocknung wieder zur urspriinglichen Unempfindlichkeit 
des ruhenden Samens zuriickkehrt, der Effekt der Keimungssensibili- 
sierung somit durch Wasserentzug vollkommen riickgingig gemacht 
werden kann. 


Versuch 154: Weizenkeimlinge einer Aussaat mit eben beginnender Wurzel- 
anlage (I nach 33stiindiger, Il nach 46stiindiger Keimung) getrocknet, nach 
10 Tagen bestrahlt. (30 H, 6 Walter.) Vom 3. Tage an deutliches Zuriickbleiben 
der bestrahlten Partien, die spaiter zuriickgeht. Nach 12 Tagen zeigt die bestrahlte 
Partie nur mehr 85% (I) resp. 81% (II) der unbestrahlten. 

Versuch 155: Weizenkeimlinge mit eben sichtbarer Wurzelanlage von 
40stiindiger Keimzeit werden nach 15tagiger Trocknung partienweise bestrahlt 
(33 H, 6 Walter). 

Nach 7 Tagen: Bestrahlt (40 Exemplare) 22 mm; unbestrahlt (37 Exemplare) 
39 mm (56%). 

Nach weiteren 14 Tagen zeigte die bestrahlte Probe 96°, der unbestrahlten. 


Anscheinend lag hier eine geringgradige Réntgenwirkung vor, denn 
seit Kérnickes Versuchen kennen wir voriibergehende Wachstums- 
stérungen als Wirkung niedriger Dosen. Das Ergebnis eines mit der 
doppelten Dosis 60 H — die aber fiir ruhende trockene Samen noch 
nicht schidlich ist —- angestellten Versuches bestitigte diese Auf- 
fassung. 


Versuch 157: Weizenkeimlinge von 68stiindiger Keimung, mit eben sicht- 
barer Wurzelanlage werden getrocknet und nach 14 Tagen bestrahlt. Zum Ver- 
gleich wird eine Partie ganzlich unvorbehandelter Weizenkérner gleicher Pro- 
venienz und KorngréBe mitbestrahlt und alle 4 Proben getopft. 

Linge der Proben nach 14 Tagen. 

Trockene Keimlinge: Unbestrahlt 156 mm; bestrahlt 49 mm (31°,). 

tuhender Samen: Unbestrahlt 151 mm; bestrahlt 167 mm (110%). 

Wegen der Bedeutung des Versuches mégen hier die Einzelwerte der Haupt- 
probe (Trockenkeimlinge) folgen: 

Bestrahlt: 6; 11; 24; 22; 45; 9; 11; 27; 29; 11; 15; 48; 47; 23; 77; 73; 92; 
5; 34; 27; 72; 72; 32; 18; 21; 20; 92; 112; 138; 126; 115; 115. 

Unbegstrahlt: 174; 88; 62; 60; 130; 190; 195; 133; 200; 140; 214; 149; 
184; 184; 160; 167; 182; 193; 210; 135; 170; 118; 165; 190; 162; 194; 155; 156; 
135; 108. 

Die bestrahlten Exemplare zeigten die von mir in der I. Mitteilung beschrie- 
benen Zeichen der Réntgenschadigung beziiglich Form, Farbe, Konsistenz und 
Oberfliche der Blatter auBerst deutlich. Es lag also zweifellos Réntgenwirkung 
vor. Da® weiter die Trocknung an sich nicht schaidigend gewirkt hatte, geht aus 
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dem Vergleich mit der Samenprobe hervor, bei der die Differenzen zwischen den 
Kinzelwerten gréBer und die Durchschnittslinge gleich waren wie bei den Trocken- 
keimlingen. 

Zwei Wochen lang getrocknete Keimlinge unterscheiden sich also 
ganz wesentlich von den ruhenden Samen hinsichtlich ihrer Empfind- 
lichkeit: sie werden durch eine fiir ruhende Samen belanglose Dosis 
um 69° im Wachstum gehemmt; der Keimling kehrt also bei der 
experimentell erzwungenen Riickkehr ins latente Leben nicht mehr zu 
seiner Ausgangsempfindlichkeit des ruahenden Samen zuriick. Der Effekt 
des Keimungsvorganges auf die Empfindlichkeit ist also durch Wasser- 
entziehung nicht vdéllig riickgiingig zu machen. 

Bei der Deutung dieses Befundes darf allerdings nicht iibersehen 
werden, da} lufttrockene Samen und Keimlinge [Schroeder'), Raabe} 
noch 8-—12°%, Quellungswasser enthalten, welches erst durch Anwen- 
dung des Exsiccators entfernt werden kann. Wenn man schon anneh- 
men wird, daB die Trockenkeimlinge keinen wesentlich héheren Wasser- 
gehalt besitzen werden als die Samen, so kénnte sich dieser infolge der 
gianzlich verschiedenen morphologischen Beschaffenheit beider Objekte 
doch verschieden verteilen, und es wire denkbar, daf vielleicht gerade 
die empfindlichen Partien beim Keimling eine gréBere Wassermenge 
zuriickhalten und daB derart unser Befund nur in ungleichem Quellungs- 
zustand des Substrates begriindet wiire. 

Um diesem Einwande zu begegnen, verglich ich die Empfindlichkeit 
solcher Trockenkeimlinge mit jener von kurzzeitig gequellten ruhenden 
Samen der gleichen Art und Provenienz, also mit Samenpraparaten, 
welche sicherlich in allen Partien einen ganz wesentlich héheren Feuch- 
tigkeitsgehalt aufweisen muBbten als die Trockenkeimlinge, die sich 
aber in chemischer Hinsicht kaum von den ruhenden Samen unter- 
scheiden konnten. Waren fiir das Zustandekommen der Empfindlichkeit 
der Trockenkeimlinge wirklich nur eventuell zuriickgehaltene Wasser- 
reste mabgebend, so war zu erwarten, da} die Sensibilitat der Trocken- 
praparate weit hinter jener der sicher wasserreicheren Quellungs- 
praparate zuriickblieb. 

Versuch 162: Weizenkeimlinge mit eben sichtbarer Wurzelanlage von 
60stiindiger Keimzeit werden nach 10 tagiger Trocknung bestrahlt. Kontrollprobe : 
Unvorbehandelte Weizenkérner gleicher Provenienz und GréBe werden 13 Stunden 
lang in ausgekochtem 10gradigem Wasser bei LuftabschluB gequellt und dann 
mitbestrahlt. Dosis 29 H. 

Linge der Proben nach 12 Tagen: 

Getrocknete Keimlinge: Unbestrahlt (21 Exemplare) 83 mm; bestrahit 
(23 Exemplare) 49 mm (59°(). 

GequellteSamen: Unbestrahlt (15 Exemplare) 125 mm; bestrahlt (10 Exem- 
plare) 87 mm (64%). 

Versuch 166: Gerste, 40stiindige Keimung, eben sichtbare Wurzelanlage ; 
Trocknung. Bestrahlung nach 24 Tagen mit einer nach der in Versuch 162 be- 
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schriebenen Art hergestellten Kontrollprobe (von 14stiindiger Quellung) gleich 
zeitig bestrahlt. Dosis 60 H, 6 Walter. Entfernung 17 cm. 

Liinge der Proben nach 35 Tagen: 

Trockenkeimlinge: Unbestrahlt (32. Exemplare) 90mm; bestrahlt 
(32 Exemplare) 24 mm (25°,). 

GequellteSamen: Unbestrahlt (44 Exemplare) 162 mm; bestrahlt (24 Exem- 
plare) 35 mm (28%). 

Versuch 68a: Gerste, 2'/,tégige Keimung, beginnende Warzelbildung. 
Trocknung. Bestrahlung nach 17 Tagen gleichzeitig mit einer 11 Stunden ge- 
quellten frischen Gerstenprobe. Dosis 62 H. 

Linge der Proben nach 40 Tagen: 

Trockenkeimlinge: Unbestrahlt (32. Exemplare) 105mm; bestrahit 
(31 Exemplare) 18 mm (17°,). 

Gequellter Samen: Unbestrahlt (33 > Exemplare) 167 mm; bestrahit 
(27 Exemplare) 22 mm (43°,). 

Die Ergebnisse dieser Versuche bestitigen den angefiihrten Einwand 
keineswegs: die um so vieles wasserreicheren, gequeilten Samen haben 
keine wesentlich gréBere (in einem Falle sogar eine etwas geringere) 
Empfindlichkeit als die Trockenpriparate. Es geht somit nicht an, 
deren Sensibilitaét nur auf Rechnung von Quellungseinfliissen zu setzen, 
Wir miissen vielmehr annehmen, da® ihr Zustandekommen unabhingig 


von Quellungseinfliissen erfolgt. 

Wir haben also die gréBere Eignung gekeimten Samensubstrates 
zur Rontgenschidigung, welche wir (in Versuch 186—187) fiir maxi- 
malen Quellungszustand erwiesen hatten, nunmehr auch an_ luft- 
trockenem Material bestiatigen kénnen und dadurch haben wir sie bis 
in ein Hydratationsintervall verfolgt. welches bereits jenseits der 
Existenzbedingungen von Stoffwechselvorgiingen gelegen ist. Dadurch 
ist der Beweis geliefert, daB die sensibilisierende Wirkung von 
Wachstums- und Atmungsprozessen nicht an den Weiter- 
bestand dieser Vorginge gebunden ist, sondern sie iiber- 
dauern kann. Die bereits oben ausgesprochene Vermutung, da} der 
gréBeren Empfindlichkeit gekeimten Materials eine mit Erhéhung 
der photochemischen Reaktionsfahigkeit verbundene An- 
derung der Zusammensetzung zugrunde liege, erfahrt dadurch 
eine ganz wesentliche Stiitze; und auch die SchluBfolgerungen, die wir 
aus der Unabhingigkeit der Empfindlichkeit von der GréBe der momen- 
tanen Atmungsintensitit ziehen konnten (I. Mitteilung), erfahren da- 
durch eine Bekriftigung: findet doch die Unabhangigkeit der Empfind- 
lichkeit von Stoffwechselvorgingen in unserem letzten Befunde den 
stirksten Ausdruck. 

Auf diese Weise wird aber auch der Mechanismus der die ganze 
Réntgenbiologie beherrschenden Beziehungen zwischen Wachstums- 
vorgingen und Empfindlichkeit [Holzknecht]) dem Verstandnisse 
nihergebracht und es wird der scheinbare Widerspruch zwischen der 
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, ; zweifellosen Abhingigkeit der Empfindlichkeit eines Gewebes von 
} seinem Wachstumszustand einerseits und der von mir nachgewiesenen 
ilt : Unabhangigkeit der Empfindlichkeit von der momentanen Wachstums- 
grobe andererseits beseitigt: Nicht der momentane Ablauf von 
? Atmungs- und Wachstumsvorgingen befaihigt ein Gewebe 
. zur Réntgenreaktion, sondern der bleibende. in der Zu- 
e- sammensetzung des Substrates niedergelegte Effekt vor- 
ausgegangener linger dauernder Atmungsvorginge*). 
it Durch die in diesen und spiteren Versuchen zum Ausdruck kommende 
Fahigkeit, in lufttrockenem Nubstrat tiberhaupt in meBbbarem Aus- 
‘lt mabe abzulaufen, unterscheidet sich die Strahlenschadigung von der Hitz 
schadigung. Hierin findet also die oben dargelegte Abhingigkeit der Empfind 
lichkeit vom Quellungsgrad eine scheinbare Grenze. Scheinbar, da die nachge 
Ta wiesene Empfindlichkeit lufttrockener Pflanzenteile gleichwohl eine Funktion des 
n : ihnen innewohnenden, nicht zu unterschitzenden Wassergehaltes (nach v. Schroe 
e) der 8 1295) sein kann. Daf nun dieser geringe Wassergehalt bei pflanzlichen 
Objekten nicht das Ende der chemischen Reaktionsfaihigkeit itbherhaupt be- 
n. deutet, sehen wir an ihrem Verhalten gegen Lichteinwirkung, von der trocken 
n, Objekte sogar ebenso intensiv geschiidigt werden, wie vegetative Formen. Abe 
ig auch die Chemie der unbelebten Welt bietet genug Beispiele dafiir, daB der Zu 
stand der Lufttrockenheit der Reaktionsfihigkeit keine Grenze setzt, und zwar 
gerade auch bei Reaktionen, die eine deutliche Abhangigkeit vom Wassergehalt 
PS des Substrates zeigen. Den anschaulichsten Vergleich mit den bei der Strahlen 
1- k schaidigung von getrockneten Keimlingen (und Samen, siehe spiiter) vorliegenden 
:. Verhaltnissen bietet wohl die Lichtempfindlichkeit des Chlorsilbers in ihrer Ab- 
is hingigkeit vom Wassergehalt. Eder") schreibt dariiber: ,,Auch reines, véllig 
‘ trockenes Chlorsilber ist unempfindlich gegen Licht, und schwiirzt sich nicht, ode1 
: nur sehr langsam. Befeuchten mit Wasser erhdht den SchwarzungsprozeB in 
h starkem Grade. Weil bei diesen Prozessen schon minimale Spuren von Feuchtig- 
n keit das Verhalten der lichtempfindlichen Substanz beeinflussen, so ist bei ,,luft- 
-. trockenen” Stoffen zu beachten, daB ihnen hygroskopisch mehr oder wenige: 
™ Luftfeuchtigkeit anhaftet. Auch das Trocknen von Chlorsilber in einem Exsiccatot 
iiber Schwefelsiure geniigt nicht zur volligen Beseitigung der letzten Spuren von 
od Feuchtigkeit und zum Aufheben der Lichtempfindlichkeit; man muB vielmeh: 
£ i das Chlorsilber im luftleeren Raum iiber Phosphorpentoxyd trocknen und evtl. 
\ - | den AustrocknungsprozeB durch gelindes Erwirmen unterstiitzen. Erst dann wird 
h ; die Verminderung der Lichtempfindlichkeit deutlich bemerkbar*™ (1. ¢., S. 127). 
, In Anlehnung an dieses Beispiel lassen sich alle unsere Befunde zwanglos 
al vereinigen, wenn wir annehmen, daB die Beziehung zwischen Quellungsgrad 
a 4 und Strahlenempfindlichkeit eine streng giiltige, durchgreifende 
l- ist, daBaberdieuntere Grenze der Existenzbedingungender Reaktion 
|- : einem Wassergehalt entspricht, der noch unterhalb jenes von luft- 
n a 
*) Das 1iBt sich am deutlichsten aus den Versuchen 186 und 187 zeigen: die 
.gequellten Proben (die Hauptprobe) kénnen im Momente der Bestrahlung 
- ebensogut atmen, wie die um vieles empfindlicheren ,,gekeimten’* Kontrollproben. 
A 4 Was diese aber vor den unter SauerstoffabschluB gequellten voraus haben, sind 
e die konstitutionellen Eigenschaften wachsenden Gewebes. Und diese 
r sind eben dann auch noch im getrockneten Keimling wirksam und verleihen ihm 


eine gréBere Empfindlichkeit, als sie der Samen hat. 
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trockenen Pflanzenteilen gelegen ist. Ich behalte mir vor, diese Ver- 
mutung durch Untersuchung der Empfindlichkeit von e xsiccatortrockenen, 
noch keimfahigen Samen empfindlicher Arten experimentell zu_priifen. 





Die hier durchgefiihrte Untersuchung des Zustandekommens der 
Empfindlichkeitssteigerung wihrend der Keimung hat uns also gezeigt, 
daB daran zwei Vorgiinge beteiligt sind: der Quellungsvorgang und eine 
unter Sauerstoffzutritt erfolgende Umwandlung des Substrates, welche 
dessen photochemische Reaktionsfihigkeit erhéht. 

Die volle Sensibilitét des Keimlings kommt unter Mitwirkung beider Fak- 
toren zustande; dem gequellten Samen fehlt die chemische Umwandlung 
des Substrates, dem getrockneten Keimling fehlt das Quellungswasser. 
Daher steht deren Empfindlichkeit zwischen jener von Samen und Keimling. 

In quantitativer Hinsicht scheinen die beiden genannten Faktoren 
vollkommen ausreichend, die volle Sensibilitét des Keimlings zu_be- 
streiten: denn wir haben ja gesehen, wie hohe Sensibilititswerte bei der 
kurzzeitigen Quellung getrockneter Keimlinge resultieren. (Quellung 
chemisch umgewandelten Substrates, welches ja bereits im trockenen 
Zustand empfindlich ist.) Es ist also nicht notwendig, noch das Mit- 
spielen eines bisher unbekannten sensibilisierenden Faktors zur Er- 
klarung heranzuziehen. 

Aus dem Mitgeteilten ergeben sich zwei fiir den Ablauf der 
{6ntgenstrahlenwirkung wesentliche Bedingungen: aus- 
reichender Quellungsgrad und entsprechende chemische 
Zusammensetzung des Substrates — wie sie wachsendem Ge- 
webe in ganz besonderem Ausmafe eigen ist. 


Il. Artliche Einfliisse. 

Wir miissen uns nun die Frage vorlegen, ob die eben genannten 
Bedingungen die einzigen fiir das Zustandekommen der Strahlen- 
empfindlichkeit maBgebenden sind, und ob deren Ausmaf durch den 
Quellungszustand und den ontogenetischen Entwicklungsgrad eindeutig 
bestimmt ist. Wir kénnen diese Frage bereits auf Grund des in dieser 
Arbeit verwendeten Versuchsmaterials verneinen; denn wir sind bei 
der Untersuchung von Lein- und Kressekeimlingen auf zwei Spezies 
gestoBen, die im Keimlingsstadium gegen Réntgenstrahlen in hohem 
Mae unempfindlich sind. Wir haben damit einen Befund, den Kér- 
nicke an Brassica und an Gramineen erhoben hatte, bestitigt und in 
quantitativer Hinsicht erweitert: Kresse reagiert auf Dosen, deren 
zehnter Teil Gramineen schwer schidigt (60—75 H) in kaum merkbarer 
Weise und sie besitzt in roher Anniherung etwa den sechzigsten Teil 
der Empfindlichkeit der Pferdebohne. 


Beim Zustandekommen dieser artlichen Sensibilitatsdifferenzen machen sich 
unverkennbar Einfliisse der verwandtschaftlichen Beziehungen der einzelnen 
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Arten untereinander geltend: so stehen sich die griine Bohne, die Pferdebohne. 
die Erbse und die Linse untereinander nahe, sind aber durch ihre gemeinsame 
groBe Empfindlichkeit von den untereinander aihnlich empfindlichen Weizen-. 
Hafer- und Gerstenarten getrennt (deren Empfindlichkeit weniger als halb so 
groB ist wie die der ersterwahnten Arten). Und doch sind diese Beziehungen nicht 
durchgreifend: fallt doch der Roggen mit seiner den Linsen gleichstehenden Emp- 
findlichkeit ganz aus der Reihe der iibrigen Gramineen. 

Von theoretischer Bedeutung ist die Tatsache, da auch unter den relativ so 
rasches Wachstum zeigenden Einzelligen resistente Arten existieren z. B Hefe. 
Wenigstens konnte ich durch 30 H die Garkraft von Hefeaufschwemmungen nicht 
schwachen ein Gegenstiick zu den anscheinend ganz resistenten Paraemacien 
|Tappeiner!), Verf.*)]. Auch hierin ist wohl wieder ein Beweis dafiir zu er- 
blicken, daB die Empfindlichkeit eines Objektes nicht lediglich eine Funktion 
der WachstumsgréBe ist. 

Zur Erklirung dieser artlichen Empfindlichkeitsunterschiede reichen 
unsere beiden obengenannten Bedingungen (Quellungsgrad und onto- 
genetischer Entwicklungszustand) nicht aus. Denn es ist nicht méglich, 
eine dieser beiden Bedingungen bei Kressekeimlingen als nicht oder 
auch nur als minder erfiillt zu betrachten als bei Keimlingen empfind- 
licherer Gattungen. , 

Im Laufe dieser Untersuchung machte ich nun eine Beobachtung. 
welche geeignet ist, die Mechanik dieser Sensibilitatsdifferenzen dem 
Verstindnisse naher zu bringen: anlaBlich meiner Quellungsversuche 
heobachtete ich an vergleichsweise bestrahlten trockenen Linsen, daf 
diese von 60 H bereits merklich geschidigt wurden. Das stand in auf- 
fallendem Gegensatz zu dem Befund von Schwarz'’), der die doppelte 
Strahlendosis auf ruhenden trockenen Hafer unwirksam fand, Da nun 
zwischen der Empfindlichkeit der Keimlinge dieser beiden Arten recht 
erhebliche Unterschiede gleicher Richtung bestehen, so bestand dic 
Moglichkeit, daB der Unterschied in der Trockenempfindlichkeit von 
Hafer und Linsen mit jenem der Keimlingssensibilitat zusammenhing. 
Es schien mir daher geboten durch Heranziehen anderer, ganz be- 
sonders empfindlicherer Spezies in systematischer Weise zu ent- 
scheiden, ob der an Linsen erhobene Befund vereinzelt ist, oder ob 
auch anderen empfindlicheren Gattungen cine gewisse Trocken- 
empfindlichkeit zukommt. 

Ruhende trockene Samen waren bisher wiederholt Gegenstand von Be- 
strahlungsversuchen. Schidigende Wirkungen waren aber nur in einem Ver- 
suche von Kérnicke®) an Pferdebohnen (40 H) beobachtet worden. Kigentiim- 
licherweise fand auch Th. Pfeiffer?!) trotz seiner zum Teil langeren Bestrah- 
lungszeiten (150 Minuten) keine Schidigungen an Pferdebohnen; leider sind 
die verabfolgten Dosen weder gemessen worden noch nachtraglich aus den Ver 
suchsbeschreibungen schitzungsweise zu errechnen. 

In den nachfolgenden Versuchen wurden verschiedenartige Namen im ruhen 
den trockenen Zustande bestrahlt. Sie waren dabei entweder auf Glas (Gramineen. 
Linsen) ausgerichtet oder staken in trockenem Sand, so da sie in einer Reihe 
lagen. Mit Ausnahme der Linsen, welche flach lagen, war stets die dem Embrye 
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nichste Stelle der Oberfliche der Réhre zugewandt. Die Distanz betrug 16, in 
2 Fallen Ls. 

Wie Kontrollen mit dem Thermometer zeigten, war auch bei 16em Distanz 
eine Erwairmung der Objekte nicht zu befiirchten, da stets das Filterkastchen 
verwendet wurde. Da iibrigens trockene Samen ohnehin gegen Warme wesentlich 
resistenter sind als Keimlinge, so kann auch der am Schlusse der Arbeit angefiihrte 
Versuch mit der Reaktionslosigkeit mitbestrahlter Kresse den Einwurf eines 
Mitwirkens von Warmestrahlung vollkommen entkraften. 

Hinsichtlich der angefiihrten Dosen muB wegen der groben Bedeutung der 
Zahlenangaben in diesem Falle nochmals erwahnt werden, daB alle Dosen 
durch direkte Messung mit Holzknecht-Sabouraudtabletten, die in gleicher Héhe 
wie die Objekte lagen, ermittelt wurden, und zwar bei den groben angegebenen 
Werten stets durch hintereinander folgende Verwendung zweier Platzchen. Gleich- 
zeitig wurde (unter Verwendung des Gleichrichterapparates) aus den Bestrahlungs- 
hbedingungen die zu erwartende Dosis errechnet, so daf} stets unter doppelte 
Kontrolle gearbeitet: wurde. 

Die Harte schwankte immer nur zwischen 7 und 8 Walter (Konstanthalten 
durch Regulierung). 

Versuch F.: Pferdebohnen 65 H aus Liem Distanz. 

Liinge der Proben nach 47 Tagen: 

Unbestrahlit: 419, mm (460, 370, 380, 410, 370, 450, 340); bestrahlt: 
156 mm ( 37°4) (260 280, 225, 192, 25, 20, 90). 

Versuch J.: Pferdebohnen 70H aus IS cm Distanz. 

Lange der Proben nach 11 Tagen: 

Unbestrahlt: 104 (140; 130; 88: 146; 28); bestrahlt: 16 (15,3°,) (25; 24; 
$2; 18; 14:38; 4: 3), 


Bezieht man diese Empfindlichkeit auf jene des Pferdebohnen- 
keimlings, so besitzt jener ungefihr — praeter propter — die 17fache 
Empfindlichkeit. 


Versuch H.: Griine Bohnen, 65 H aus 18 cm. 

Lange der Proben nach 26 Tagen: 

Unbestrahlt: 320; 320; 290; 240; 390; 360; 320; 360 (Mittel 325); bestrahlt: 
230; 170; 80; 70; 220; 110; 140; 350 (Mittel 190 — 52°,,). 

Versuch M.: Zuckererbsen, 60 H aus 16cm. 

Liinge der Pflanzen nach 22 Tagen: 

Unbestrahlt (9 Exemplare) 31,8cm; bestrahlt (11 Exemplare) 23 em 
(42%). 

Versuch N.: Linsen, 60 H 15 em. 

Linge der Exemplare nach 16 Tagen: 

Unbestrahlit: 151; 164; 134; 165; 135; 148; 155; 115; 144; 145; 168; 158; 
147; 158; 169; 170; 160; 150; 154; 127; 171; 143; 94; 27 (Mittel 143); bestrahlt: 
77; 70; 58; 140; 148; 58; 87; 92; 74; 87; 109; 132; 143; 117; 71; 83; 51; 115; 95; 50; 
24 (Mittel 89 — 62%). 

Versuch B.: Linsen und Roggen, 60 H. Nach 16 Tagen. 

Linsen: Unbestrahlt (15 Exemplare) 138; bestrahlt (15 Exemplare) 90 (65°). 

Roggen: Unbestrahlt (16 Stiick) 172; bestrahlt 157 (91°,). 

Versuch K.: Trockene Linsen, 100 H, 16 Tage nach der Bestrahlung. 

Bestrahlte Probe: 30; 47; 28; 30; 30; 21; 21; 14; 33; 30; 23; 31; 33; unbe- 
strahlite Probe: 210; 156; 190; 180; 187; 147; 189: 174; 195; 172; 188; 155; 150. 

Mittel der unbestrahiten 176; Mittel der bestrahlten 28 — 15°. 
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Eine gleiche Schadigung auf Keimlinge wiirde von 6-10 H, also dem 15. bis 
10. Teil der hier verwendeten Dosis erzeugt. 

Versuch A.: Weizen, Hafer und Pferdebohnen gleichzeitig 60 H resp. 120 H. 
Nach 14 Tagen. 

Weizen 120 H: Unbestrahlt (15) 194 mm; bestrahlt (15) 167 mm (86°,) 

Hafer 120 H: Unbestrahlt (18) 152 mm; bestrahlt (17) 144 mm (94,7°,,). 

Hafer 60 H: (18) 146 mm (96°,). 

Die mit 60H mitbestrahlten Pferdebohnen waren auf weniger als }), de. 
Kontrollen zuriickgeblieben (hier nicht reproduzierte photographische Aufnahme ). 

Versuch L.: Gerste. Je 24 Stiick. Nach 13 Tagen: 

Unbestrahit: 189 mm; 60H: 170mm (89°,,); 120 H: 130 mm (68°,). 

Vergleicht man die nachgewiesene Empfindlichkeit lufttrockener Linsen-, 
Gersten- und Weizensamen mit der Keimlingsempfindlichkeit der gleichen Art, 
so hat der Keimling bei der Linse ungefihr die 10—-l5fache, bei der Gerste un- 
gefahr die 50fache, beim Weizen noch ein héheres Multiplum der Empfindlichkeit 
des Samens. 

Wie diese Versuche zeigen, ist die nachgewiesene Empfindlichkeit 
ruhender Linsensamen durchaus kein vereinzelter Befund in der Pflanzen- 
reihe: sie wird von Erbsen nahezu erreicht, von Bohnen und Pferde- 
bohnen segar wesentlich tibertroffen. Nur Gramineen bleiben weit 
dahinter zuriick, wobei auch wieder Differenzen zwischen den einzelnen 
Arten bestehen, die gerade den Hafer, die Versuchspflanze von Schwarz, 
als besonders unempfindlich kennzeichnen. 

Es bestehen also auch unter den ruhenden, trockenen 
Samen ganz ausgesprochene Sensibilitaitsdifferenzen und 
esmubauffallen, daB diese— wenn wir von dem auch sonst (S. 346) 
aus der Reihe fallenden Roggen absehen gleichgerichtet sind 
wie die Empfindlichkeitsunterschiede der Keimlinge. 

Dieses Ergebnis mu von zwei Gesichtspunkten aus betrachtet 
werden: vom Gesichtspunkt der Photochemie der Strahlenwirkung und 
von jenem der R6éntgenbiologie. 

In photochemischer Hinsicht schlieBt sich der Befund eng an unseren 
Nachweis gréBerer Empfindlichkeit trockener Keimlinge (gegeniiber 
Samen der gleichen Art) an. Hier wie dort besteht die Scrahlen- 
empfindlichkeit tiberhaupt im latenten Leben weiter, in beiden 
Fallen sind auch ausgesprochene Sensibilititsdifferenzen im latenten 
Lebenszustand nachweisbar und es sind endlich in beiden Fallen die 
Sensibilitiitsunterschiede der Trockenproben gleichgerichtet mit 
jenen der aktuell lebenden Probe. Dabei ist der jetzt vorliegende 
Fall (der artlichen Differenzen) ungleich beweiskriftiger, denn es fallt. 
da die Objeke nicht irgendwie vorbehandelt sind, das Bedenken wegen 
des Wassergehaltes, welches wir bei den Trockenkeimlingen erst durch 
eigene Versuche entkriften muBten, hier weg: die hier verwendeten 
Objekte sind durchwegs vorjihrige Samen gewesen, die alle seit 7 Mo- 
naten im selben, trockenen Raume verweilt hatten, ferner sind unsere 
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jetzigen Objekte auch darum untereinander besser vergleichbar, dla sie 
physiologisch aquivalent sind, und lediglich durch das eine Merkmal 
der Artzugehérigkeit unterschieden sind. 

Dieses Beispiel erscheint mir daher von gewisser Bedeutung fiir die 
Erklarung von Sensibilitatsunterschieden iiberhaupt zu sein: unter den 
Bedingungen dieser Versuche, wo das Leben seit Monaten latent ist. 
Atmung und Stoffwechselvorginge also auf ein dem Nullwerte nahes 
Minimum reduziert sind, k6nnen Unterschiede in der Stoff- 
wechselgréBe nicht als Ursache der Sensibilitatsdifferenzen 
in Frage kommen. 

Wir werden uns vielmehr zur Erklirung dieser nach anderen Momen- 
ten umsehen miissen, nach Momenten, die auch unter den Bedingungen 
dieser Versuche (Lufttrockenheit) ihre Wirksamkeit behalten kénnen. 
Wenn wir, ausgehend von der Erkenntnis (L. Mitteilung, 8.32) der 
photochemischen Natur der Reaktion unter den anderen Lichtreaktionen 
Umschau halten, so wird uns hauptsichlich die che mische Zusam- 
mensetzung des Substrates als der wesentlichste Faktor begegnen. 
der seine Wirksamkeit (verschiedene Empfindlichkeit von, Trocken- 
platten, photographischen Papieren, Ausbleichen von Farbstoffen!) 
auch unter den Bedingungen unserer Versuche bewahrt. Ebenso wie 
in der Chemie der unbelebten Welt die Empfindlichkeit photochemischer 
Systeme von der Affinitaét und Konzentration der daran beteiligten 
Substanzen (der acceptorartigen Grundsubstanz und den optischen 
resp. chemischen Katalysatoren) beherrscht wird, so kénnen wir 
auch unsere Versuche durch eine in den chemischen Art- 
charakteren begriindete ungleiche Eignung des Substrates 
verschiedenartiger Samen zur Reaktion erkliren. Eine der- 
artige Vorstellung kann weder hinsichtlich der Verteilung von kata- 
lytisch wirkenden (?) Mineralstoffen noch hinsichtlich der eigentlichen 
Trager der Empfindlichkeit (etwa der Eiwei®stoffe) Schwierigkeiten 
begegnen, Bedenkt man, welche Unterschiede in der Lichtempfindlich- 
keit nahestehender (z. B. homologer) Substanzen bestehen, so fillt es in 
Anlehnung an die E. Fischersche®*) Auffassung der chemischen Grund- 
lagen der Artspezifitat nicht schwer, auch den korrespondierenden Bau- 
steinen artverschiedener Zellen verschiedene photochemische Reak- 
tionsfahigkeit zuzuschreiben. 

Es besteht aber nun kein Grund zur Annahme, das diese Faktoren, 
welche fiir die Empfindlichkeitsunterschiede trockener Samen die ein- 
zigen in Frage kommenden sein kénnen, fiir die gleichgerichteten 
Unterschiede der Keimlinge dieser Arten keine Bedeutung haben 
sollten; das wird schon durch photochemische Uberlegungen unwahr- 
scheinlich. Beriicksichtigt man aber weiterhin die strenge Beziehung 
zwischen Empfindlichkeit und Wassergehalt des Substrates, wie sie 
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sich in unseren unter I. und IT. wiedergegebenen Versuchen ausspricht. 
so fragt es sich, ob wir iiberhaupt noch einer anderen Erklirung der 
Sensibilitatsunterschiede von Keimlingen bediirfen. Jedenfalls aber ist da- 
durch auBer Zweifel gestellt, daB derartige rein konstitutionelle 
Momente Anteil am Zustandekommen der Empfindlich- 
keitsdifferenzen aktuell lebender Objekte haben. 

Diese Uberlegungen haben auch fiir die Sensibilitatsunterschiede zwischen 
Samen und Keimlingen (gleicher Art) Geltung, und die letzte Antwort, die wit 
auf unsere Frage nach den eigentlichen Ursachen der Strahlenempfindlichkeit 
immer wieder erfahren, da8B nimlich die Empfindlichkeit pflanzliche: 
Objekte nicht von der Art ihres momentanen Funktionszustandes 
sondern von rein konstitutionellen Momenten beherrscht wird, kann 
durch nichts einen so sinnfalligen Ausdruck finden, als durch den Umstand, dais 
auch die sensibilisierende Wirkung von funktionellen Vorgingen, wie sie dic 
Keimung begleiten, auf dem Umwege iiber rein konstitutionelle Momente (gréBere 
Empfindlichkeit getrockneter Keimlinge) zustande kommt. 

Aus unseren Befunden ergeben sich aber auch biologische Schlub- 
folgerungen. 

Vergleicht man die Empfindlichkeit von Samen und Keimling bei 
einer und derselben Spezies, etwa von mittlerer Empfindlichkeit, wie sic 
der von Schwarz verwendete Hafer zeigt, so gewinnt man den Ein- 
druck, als ob die ganze Empfindlichkeit des Keimlinges nur durch den 
ontogenetischen Entwicklungszustand bedingt und von ihm verliehen 
ware und es liegt nahe, anzunehmen, daB das Gesetz von der gréBeren 
Empfindlichkeit des wachsenden Zustandes durchgreifende Bedeutung 
habe, daB also jeder Keimling schlechtweg empfindlicher sei, als jeder 
Same. Wenn wir aber nun sehen, daB empfindliche Arten bereits im 
Stadium der Samenruhe und Lufttrockenheit den zehnten bis fiinfzehnten 
Teil ihrer Keimlingsempfindlichkeit besitzen, so kénnen wir nicht mehr 
annehmen, daB der Keimungsvorgang dem Substrat seine Empfind- 
lichkeit erst verleiht, sondern wir miissen annehmen, daf er einfach 
eine vorher bestehende Grundempfindlichkeit erhéht. 

Wir werden also dazu gefiihrt, neben der Stoffwechselwirkung eine 
vom aktuellen Leben unabhingige Grundempfindlichkeit als ausschlag- 
gebend fiir das Zustandekommen der Empfindlichkeit anzunehmen, und 
wir erkennen, daB diese Grundempfindlichkeit fiir das Zustandekommen 
der artlichen Sensibilitatsdifferenzen maBgebend ist. Wenn wir also 
sehen, daB empfindlichere Pflanzen (Bohnen, Pferdebohnen, Linsen. 
Weizen, Erbsen) ihre Sensibilitit diesem phylogenetisch begriindeten 
Einflusse (Grundempfindlichkeit) verdanken, so kénnen wir als Mal 
jener Sensibilitat die nur auf Rechnung der Wachstumsvorginge allein 
zu setzen ist, nur das Minimum an Empfindlichkeit, das wir bei einem 
Keimlinge mindester Artempfindlichkeit (Kresse) antreffen, ansehen. 
Und wenn wir nun diese geringste Keimlingsempfindlichkeit mit der 
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Empfindlichkeit trockener Bohnen und Pferdebohnen vergleichen, 
also gewissermaben das Schwarz-Holzknechtsche Gesetz von det 
gréBeren Empfindlichkeit aktuellen Lebens auf seine Verallgemeinerungs- 
fahigkeit hin priifen, so sehen wir, dab wir dessen Geltungsbereich be- 
reits iiberschritten haben: denn in dieser Zusammenstellung 
ist der trockene ruhende Same empfindlicher als der Keim- 
ling. 

Um von Willkirlichkeiten und Zufilligkeiten der Dosierung unabhangig zu 
sein, habe ich den Vergleich so angestellt, dal} ich beide Objekte in einer Sitzung 
gleichzeitig bestrahlte. Dabei mubte dann jedes der beiden Objekte durch mehrere 
Wochen kontinuierlich beobachtet werden, da sehwache Dosen nur voriiber- 
gehende Storungen erzeugen, und das Wachstum beider Objekte ein zeitlich un- 
gleichmaBiges ist. 

Versuch N.: Bestrahlung von 24stiindigen Kressekeimlingen mit 1 mm 
Wurzel gleichzeitig mit trockenen Pferdebohnen. l6¢m Distanz. Warmefilter 
60H. 

Wahrend der ganzen Entwicklungszeit der Pflanzen war der Unterschied det 
heiden Pferdebohnenpartien stets um vieles deutlicher als jener der Kressen 
proben. 20 Tage nach der Bestrahlung: 

Pferdebohnen. Unbestrahlt: 220; 232; 260; 245; 270; 285; 335; 255; 335: 
250; 280 (Mittel 278); bestrahIt: 10; 14; 14; 32; 28: 80: 175; 185 (Mittel 75 

90 ) 

23°,,). 

Kresse. UnbestrahlIt: 60; 56; 52; 62: 82:55: 60: 70: 66; 90; 24: 75: 66; 74: 
86; 60; 82; 68; 75; 62; 70; 70; 60; 72: 75; 78; 70; 64; 75; 64 (Mittel 67); bestrahlt: 
56; 32: 45; 50: 55: 70: 40: 32: 44: 45: 55: 60: 50: 60: 42: 42: 66: 65; 60: 57; 53 
(Mittel 51mm 76°). 

Versuch F.: 36 stiindige Kressekeimlinge (2-3 mm Wurzeliange) werden im 
zweiten Hauptschnitt gleichzeitig mit trockenen Pferdebohnen bestrahlt. 15 em 
Distanz. Filter, 65 H. 

Die Beobachtung zeigte stets die bestrahlten Pferdebohnen stark zuriick- 
geblieben, die Kresse nur eben kenntlich kleiner. Von ersteren wurde 11 Tage 
nach der Bestrahlung eine Aufnahme gemacht. Von letzterer zu der ungefihr 
entsprechenden Entwicklungszeit: 34 Tage nach der Bestrahlung. 

Die Bilder zeigen den Unterschied in der Empfindlichkeit beider Objekte 
sehr deutlich. 

“in ahnlicher Versuch mit gleichem Erfolge wurde mit Kresse und griinen 
(trockenen) Bohnen gemacht. 

Durch diese Versuche erweist sich die Trockenempfindlichkeit auch 
in quantitativer Hinsicht als ein sehr beriicksichtigenswerter Faktor 
der ganzen Sensibilitit: ihr EinfluB ist dem des Entwicklungszustandes 
iiberlegen ; denn dieser vermag dem Kressesamen nicht jene Sensibilitit 
zu verleihen, den die Bohnen schon in der Samenruhe besitzen. Diese 
Grundempfindlichkeit stellt also etwas durch den Keimungsvorgang 
nicht Ersetzbares*) dar: in dieser, jeder Zelle vermége ihrer Eigenart 


*) Inwieweit dies fiir andere Pflanzen gilt, kann nur im einzelnen Falle ent- 
schieden werden; fiir Lein, Stoppelriitben, Kohl, Mohn, Weizen, Gerste und Hafer 
trifft es zu. Der anscheinende Ausnahmefall beim Roggen muB erst durch weitere 
Untersuchungen klargestellt werden. 
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und Herkunft sowie ihrer artlichen Provenienz zukommenden. ver- 
schieden groBen .prinzipiellen Eignung zur Reaktion*) 
(..phylogenetische Einfliisse’’) miissen wir die entscheidendste 
Grundlage der Empfindlichkeit erblicken. 


IV. Die Bedingungen der Strahlenempfindlichkeit der Gewebe,. 
Nach unseren Erfahrungen wird also die Sensibilitit pflanzlicher 
Wachstumszonen von zwei verschiedenartigen Einfliissen beherrscht 
Zunichst vom physikalischen Einflufs des Quellungsgrades, dem- 
zufolge die Empfindlichkeit eine Funktion des Hydratationsgrades ist 
Traigt man den Wassergehalt eines Substrates unter verschiedenen 
Versuchsbedingungen nach rechts, die zugehérige Empfindlichkeit nach 
oben auf, so erhilt man eine nach rechts ansteigende Linie, Fiihrt man 
dies aber fiir verschiedenartige Substrate durch, z. B. fiir trockene 
Samen verschiedener Arten, so decken sich die so erhaltenen Kurven 
nicht, sondern sie erscheinen gegeneinander in der Richtung der Y- 
Achse verschoben: sie unterscheiden sich gewissermaBen durch ihre 
(verschiedene) Integrationskonstante, deren experimenteller Ausdruck 
die ungleiche Empfindlichkeit verschiedener Objekte gleichen 
Wassergehaltes (z. B. der verschiedenen trockenen Samengattungen) ist 
Und hierin miissen wir einen zweiten,. andersartigen EinfluB neben 
der Quellung erblicken: eine die photochemische Reaktionsfihigkeit des 
betreffenden Substrates charakterisierende Konstante, die vermutlich 
in der verschiedenartigen Zusammensetzung der Substrate begriindet ist 
Derartige Unterschiede in der photochemischen Reaktionsfaihigkeit 
des Substrates haben wir beobachtet zwischen den Samen verschiedener 
Spezies als Ausdruck der Arteigenschaften, wonach z. B. jedem 
ruhenden trockenen Samen eine bestimmte Empfindlichkeit zukommt 
Diese ist aber nicht eine unverianderliche Eigenschaft, sondern sie 
erfahrt im Gegenteil im Verlaufe des Keimungsvorganges eine ganz 


wesentliche Steigerung: wir beobachteten demnach auch — beim Ver- 
gleich von Samen und Keimling einer Spezies Unterschiede in der 


photochemischen Reaktionsfaihigkeit als Ausdruck von Verschie - 
denheitenin der ontogenetischen Entwicklungsstufe. Dabei 
erscheint der ersterwihnte phylogenetische EinfluB zumeist als der 
eigentlich bestimmende Faktor der Sensibilitiit des ausgewachsenen 
Objektes: wenigstens vermag der ontogenetische Einfluf seine Wirkung 
nicht aufzuheben. 

Ob nun diese beiden verschiedenen Formen ihrer Mechanik nach 
gleichartig sind (der keimende Hafer also nur eine Entwicklung nach- 


*) Hierher gehért auch die spezifisch verschiedene Empfindlichkeit einzelner 
Zellterritorien und Organe, z. B. die ungleiche Empfindlichkeit von Blatt und 
Wurzel (letztere wesentlich unempfindlicher) bei Weizenkeimlingen. 
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holt, welche die Bohne bereits zur Zeit der Samenreife durchmachte). 
oder ob ihr Mechanismus ein verschiedenartiger ist, ob sie vielleicht gar 
nicht an derselben Stelle des photochemischen Systems angreifen, labt 
sich heute nicht annihernd beurteilen*). 

Dali demnach unter den uns untergekommenen Bedingungen der 
Reaktion hauptsichlich konstitutionelle Momente und_ nicht 
Funktionszustinde eine Rolle spielen, muB befremden, da die 
vitalen Oxydationen mit ihrem raschen Wechsel verschiedener Oxy- 
dationsstufen an vielen Plasmabestandteilen reichlich Gelegenheit zur 
Ausbildung eines Systems gekoppelter Reaktionen bieten wiirden, an 
dem gerade Lichtreaktionen, die ja ebenfalls oft Oxydations-Reduktions- 
vorgange sind, teilhaben kénnten. 

Allerdings kénnen wir derzeit. nicht entscheiden, ob nicht doch 
irgendwelche funktionelle Zustinde (im weiteren Sinne) die 
Reaktion beeinflussen kénnen (siehe z. B. die nachweisbare sensibili- 
sierende Wirkung der Cyanpriparate!): die das aktuelle Leben 
charakterisierenden Verbrennungsprozesse sind aber bei 
Pflanzen sicher nicht mehr als unerlaBliche Bedingungen 
der Réntgenempfindlichkeit itberhaupt oder auch nur des 
Zustandekommens von Sensibilitatsdifferenzen anzusehen. 

Inwieweit dies aber auf die bei Tieren vorliegenden Verhiltnisse 
iibertragen werden darf, liBt sich mit Riicksicht auf die Unterschiede 
im Oxydationsstoffwechsel derzeit nicht entscheiden; dazu bedarf es 
vor allem einer Klarstellung des Mechanismus der von Schwarz”) ent- 
deckten Kompressionsdesensibilisierung. 


Ubersieht (Ergebnisse). 

I. Kurzzeitige Quellung erhéht sowohl bei Samen als bei getrock- 
neten Keimlingen die Empfindlichkeit; bei letzteren in stirkerem Aus- 
maB. Beim Trocknen werden die Keimlinge wesentlich unempfind- 
licher. (Die Strahlenempfindlichkeit ist eine Funktion des Hydratations- 
grades, wie die Hitzeschidigung von Pflanzenteilen, Fermenten und 
EiweiBkér pern.) 





*)*Diese Ergebnisse eréffnen Ausblicke auf die Ursachen der ungleichen 
Empfindlichkeit tierischer Zellen: So kénnte der EinfluB des Hydratationsgrades 
maBgebend sein fiir die Ungleichheit der Empfindlichkeit von Spermatogonien 
und Spermatozoen, fiir die verschiedene Empfindlichkeit verschiedenartiger Tu- 
moren (ungleichen Wassergehaltes) vor allem aber fiir die an allen Organsystemen 
nachweisbare gréBere Empfindlichkeit jugendlicher Gewebe mit in Frage kommen, 
welchen ja (Aron®*), |. c., S, 614) ein gréBerer Wasserrreichtum zukommt. Aber 
auch die konstitutionell chemischen Einfliisse kénnten sich dabei geltend machen. 
Sind doch die chemischen Unterschiede in der Zusammensetzung verschiedener 
Organe sicher gréBer als etwa jene zwischen der Zusammensetzung aquivalenter 
Zellen von Bohne und Kresse! 
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II. Quellung unter Sauerstoffabschlu8 (und unter experimenteller 
Verhinderung des Auskeimens iiberhaupt) kann den Effekt der Keimung 
auf die Empfindlichkeit nicht ersetzen. Getrocknete Keimlinge sind 
wesentlich empfindlicher als ruhende, trockene Samen. (Wahrend der 
Keimung wird durch eine chemische Umsetzung die Empfindlichkeit 
des Substrates direkt erhéht.) 
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Nephelometrische Studien tiber den Einflu® der Temperatur- 
erhéhung auf Serum und Plasma. 


Von 
Ushinosuke Kiyotaki (Tokio). 


(Aus dem Institut fiir Kolloidforschung, Frankfurt a. M.) 
(Eingegangen am 15. Dezember 1921.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die bekannteste Anderung einer Eiweiblésung bei Temperatur- 
erhoéhung ist die Hitzegerinnung. 

Nach Chick und Martin!) ist die Gerinnung von EiweiBkérpern (kristalli- 
siertes Himoglobin und Eieralbumin) kein scharf begrenzter Umwandlungs- 
prozeB, wie z. B. die Krystallisation, sondern kinetischer Natur. Diese Autoren 
schreiben weiter, da die Denaturierungsgeschwindigkeit von der Temperatur, 
Wasserstoffionenkonzentration und Salzgehalt abhingig ist, aber solange nicht 
eine bestimmte Temperatur erreicht wird, verliuft die Reaktion mit so geringe1 
Geschwindigkeit, da sie ganz unbemerkbar bleibt; trotzdem wurde unter ge- 
eigneten Bedingungen schon bei 37° C eine Denaturierung beobachtet. 

Die Frage der Dispersitiitsiinderung von EiweiBbkérpern durch 
Temperaturerhéhung hat neuerdings fiir die Immunititsforschung ein 
hesonderes Interesse gewonnen. 


Wird naimlich Serum, dessen Komplement vernichtet werden soll, bei 55—-56° C 
eine halbe Stunde lang erwirmt. so bemerkte man haufig, daB solch inaktiviertes 
Serum schon makroskopisch deutlich triiber geworden ist, wenn wir es mit nicht 
behandeltem Serum vergleichen. An einer Beziehung zwischen der physikalischen 
Zustandsverinderung des Globulins, auf welche die Tritbung zuriickzufiihren ist. 
und der Aufhebung der Komplementwirkung ist wohl nicht zu zweifeln. [U. Frie- 
demann®), H. Sachs’), R. Miiller*), Bridgman®), P. Schmidt®), H. Bech- 
hold’).] Offenbar erfaihrt das Serumglobulin dabei eine Dispersitatsverminderung. 
eine Art Gerinnung. 





') Journal of Physiol. 40, 43, 45; Kolloidchem. Beih. 5, 49. 1913. 

*) Arch. f. Hyg. 55. 1906; Zeitschr. f. exp. Path. u. Therap. 3. 1906. 
3) Berl. klin. Wochenschr. 1916, Nr. 52. 

4) Wien. klin. Wochenschr. 1917, Nr. 27. 

5) Journ. of biol. chem. 19. 1914. 

6) Arch, f. Hyg. 76; Kolloidchem. Zeitschr. 2, 5—-8. 1912. 

7) Kolloide in Biologie und Medizin. 3. Aufl., S. 211. 
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Neuerdings hat H. Dold!) mit seiner neuen seroskopischen Methode 
zahlreiche Untersuchungen tiber die Serumtriibung unter verschiedenen 
Bedingungen vorgenommen und besonders durch seine einfache Tropfen- 
methode merkbare Unterschiede zwischen frischem und inaktiviertem 
Serum konstatiert. Offen bleibt noch die Frage, ob auch durch die 
{rwiarmung bei viel niedrigerer Temperatur (klinische Fiebertemperatur 
37—42°C) in dem SerumeiweiB irgendeine nachweisbare Zustands- 
iinderung auftreten kann. 

Kin neuer Apparat, das Nephelometer von H. Kleinmann?) 
der Firma Schmidt & Haensch (Berlin) bot die Méglichkeit, sehr 
feine Triibungsinderungen in einer Lésung zu erkennen und damit 
Dispersitatsinderungen in Abhiangigkeit von kleineren Temperatur- 
anderungen zu messen. 

Um diese Angaben Kleinmanns auf ihre Richtigkeit zu _priifen, 
habe ich zuerst bestatigt, da&B wenn beide Vergleichsréhrchen mit 
gleichen Fliissigkeiten (z. B. Serum) gefiillt sind, die Ablesung mit oder 
ohne Farbenfilter gleiche Zahlen gibt, obwohl bei Rotfilter der Abstand 
der Lichtquelle viel kleiner sein muB. 

In meinen Versuchen werden die Zahlenverhiltnisse der Ablesungen 
zwischen Standard- und Versuchslésung aus der folgenden Formel be- 
rechnet und diese als Triibungsindex bezeichnet. 

pom I, 
z= 7 

Beim Hauptversuch wurde die Standardtriibung des ,,Instituts 
fiir Kolloidforschung angewendet. Es ist dies eine Triibung, welche 
durch 1 : 200 mol. BaSO, hervorgerufen wird. Durch Versuche, welche 
sich tiber 1"/, Jahre erstreckten, gelang es, eine Triibung herzustellen, die 
bei EKinhaltung der Versuchsbedingungen konstant ist und sich bis jetzt 
(4 Monate) als unverinderlich erweist. 

Als Versuchsmaterial wurde hauptsichlich Rinderserum und 
Plasma angewandt, daneben auch Menschenserum und Plasma 
aus Nabelschnurblut*). — Vorversuche bestiitigten, daB Serum bzw. 
Plasma im Eisschrank aufbewahrt, ungefihr 4—5 Tage keine wesent- 
liche Veranderung der Triibung aufweist. Nach 1 Woche treten mehr 
oder weniger starke Veriinderungen auf, die es fiir unsere Zwecke un- 
geeignet erscheinen lassen. Die Blutentnahme erfolgte unter allen 
aseptischen Kautelen in gut sterilisierte GefiBe. Durch Himolyse 
rotlich gefiirbte Sera und Plasma wurden ausgeschaltet. Zur Plasma- 

1) Zeitschr. f. Immunititsforsch. u. exp. Therap., Orig. 31, H. 2. 1921. Arch. 
f. Hyg. 89, H. 1—3. 

2) Inaug.-Diss. Berlin 1919; Kolloidchem. Zeitschr. 27, 236. 1920 (Uber 
Phosphorsaure bestimmungen). 

3) Ich verdanke dasselbe Herrn Geheimrat Seitz, Direktor der Universitits- 
Frauenklinik zu Frankfurt a. M. 
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gewinnung setzte ich dem GefaB vor der Blutentnahme 0,2—0,3°,, 
Kalium- oder Natriumcitrat in Pulver zu. 

Die Erwarmung des Serums erfolgte im Ostwaldschen Wasser- 
bad in Kélbchen, welche gegen Eintritt von Wasserdampf oder Ver- 
dunstung durch dichte Stopfen geschlossen waren. Von jeder Probe 
wurden 10 Ablesungen gemacht und aus diesen das arithmetische 
Mittel genommen. 

I. Versuchsreihe: 38—43° C. 


1. Rinderserum auf 38°C. 





¥ i 1 1 1 i 1 1 1 1 


Standard | Rinderserum 307 60’ 90’ | 120’ | 150’ | 180’ | 240’ | 360’ 


vordem Vers. Erwarm. 


20,0 30,69 30,69 | 30,71 | 31,02 | 31,03 | 31,08 | 31,44 | 30.78 | 30.26 
Triibungs- 0,65 0,65 0,65 065) 0,65 0,65) 0,64 0,65 0,66 
index 


Obiger Versuch zeigt, daB bei Erwarmung auf 38° C bis 360 Minuten keine 
Triibungsveriinderung nachweisbar ist. 


2. Rinderserum auf 39°C. 





r. 1 1 1 1 1 1 1 1 


Standard — Rinderserumvor’ 30’ 60’ | 100’ 150’ 200’ 240’ 300” 
dem Versuch | 

20,0 22,18 22,19 21,99 | 21,74 20,01 20,02 19,42 | 19,05 

Triibungsind. 0,9 0,9 0,91; 0,92; 1,0 1,0 1,03 | 1,05 


2a. Menschenserum einer Uramischen auf 39°C. 





f. 1 ioe at 1 1 1 
Standard vordem Versuch) 30’ | 80’ | 120’ | 160’ | 210’ 
20,0 29,06 | 28,98 28,89 | 27,36 26,76 2,32 
Triibungsindex 0,69 0,69} 0,69; 0,73; 0,75 0,76 
Aus beiden Versuchen ergibt sich, daB Rinder- und Menschenserum nach 
langerer Erwirmung (210 bzw. 300 Minuten) eine geringe aber deutliche Triibungs- 
vermehrung zeigt. 
20 
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3. Rinderserum auf 40°C, 
f. 1 1 1 1 1 1 1 1 ! 
Standard Serum vor 20’ 50’ 80° 120° 160’ | 200’ 240 | 300’ 
dem Versuch | 
20,0 36.52 | 35,00 | 34,95 | 34,40 33,18 | 27,73 | 27,14 23,82 | 21.21 
Triibungs- 0,55 0,57 | 0,57; 0,58) 0,6 0,72 0,74 O84, 0,94 


index 
Das Rinderserum zeigt eine Triibungsvermehrung, die besonders nach 2 Stun- 
Weder Fléckchen- noch Hautchenbildung 


den einen stirkeren Anstieg aufweist. 


sind nachweisbar. 
4. Rinderserum auf 41°C. 
1 





r. I 1 1 1 1 1 1 1 
Standard Serum vor 20’ Hf 280/ 
dem Versuch 

23,23 21,29 | 15,78 | 14,97 | 14,11 | 13,75 | 13,41 | 13.37 | 13,13 
O.86 0,94; 1,26; 1,384: 1,42; 1,46 1,49) 1.5 1.53 


8Y | 120° 160° 200’ | 240 


~ 


20.0 
Tribungs- 
index 
Bei 41°C setzt die Vermehrung der Triibungen viel friiher ein, wie bei 39 
und 40° C; der steilste Anstieg erfolgt zwischen 20 und 80 Minuten. 
Vorsichtshalber priiften wir vor Beginn und nach Beendigung des Versuches 
auf Bakterien, da man in diesem Temperaturgebiet daran denken konnte, daB dic 
i. Dies erwies sich 


Triibungssteigerung durch Bakterienvermehrung bedingt sei 








jedoch als nicht zutreffend. 
5. Menschenserum einer Uramischen auf 42°C. 
a) Frisches Menschenserum. 
r. 1 1 l l 1 1 1 1 1 1 
Standard Serum vor 30’ 60! 100° 140’ | 200’ | 260’ bis Wieder- 2507’ 
dem Versuch niichsten | erwiir- 
Morgen mung 
im Eis- auf 60’ 
schrank 
20.0 23,59 23,23 | 21,34 | 20,40 | 19,92 | 19,04 | 18,07 18,94 17,36 16,39 
lriibungs- 0,85 0,86; 0,94 O98 1,0 104) 1,11 1,06 1,15 1,22 
index 
b) Menschenserum, einen Tag vor dem Versuch 100 Minuten auf 39° C erwarmt 
aber ohne Triibungsveranderung. 
2. 1 I 1 l 1 1 1 1 l 1 
Standard Serum vor 30’ 60’ 100° 140° 200’ 260 bis Wieder- — 250’ 
dem Versuch nichsten erwiir- 
Morven mung 
im Kis- auf 6v’ 
schrank 
20,0 21.80 21,80 | 21,76 | 21,75 | 21,62 20,64 19,81 20.42 19,38 17,82 
Triibungs- 0.92 0,92: 0,92 0.92 0,93) 0,97 1,01 0.98 1.03 1,12 
index 
Erwairmung des Menschenserums auf 42°C bedingt eine etwas starkere 


Triibung als auf 39°C. 
24* 


Vermehrung der 
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Menschen- und Rinderplasma. 

Wihrend bei Menschen- bzw. Rinderserum in dem Temperaturgebiet von 
39— 42°C bereits deutliche Dispersitétsinderungen nachweisbar sind, zeigt Men- 
schenplasma bei 43° C 250 Minuten lang erwiirmt noch keine erkennbare Triibungs- 
vermehrung. Ebensowenig konnte bei Rinderplasma bei 42° bis 300 Minuten 
lang erwarmt eine Vermehrung der Triibung festgestellt werden, 


II. Versuelisreihe: 44—49° C. 
1. Rinderplasma 44,3° C, 





r. 1 iT 1 | 1 1 I 1 
Standard Serum vordemVers. 20’ | 60’ 180’ | 210’ | 240’ | 270’ 
15,0 29,37 30,67 | 29,15 | 19,2 16,22 14,16 | 11,9 
Tribungsindex 0,51 0,49} 052| 0,78; 0,93| 1,06] 1,26 


Nach geringer Triibungsverminderung (nach 20 Minuten) erfolgt stetige, 
nach 180 Minuten stark ansteigende Triibungsvermehrung. 


2. Rinderplasma auf 45°C. Versuch 1. 





r. l i i 1 1 1 1 1 1 1 1 


Standard) vor 30° 60’ 90’ | 120’ | 150’ | 180’ 200’ | 230’ §=.260’ | 290° 
(gleiches dem | 
Plasma) Vers. | | | 

20,0 19,99 | 20,38 | 20,02 | 19,13 | 18,28 | 16,6 | 15,05 | 13,96 | 12,25 | 11,33! 9,69 
Triibungs-) 1,0 0.98 1,0 1,05; 1,1 1,2 133°) (244) 168) .-4,071 2.06 
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Versuch 2. Rinderplasma von anderer Abstammung. 
f. 1 1 i i 1 1 1 | a 1 1 
Standard | vor dem Vers. | 207 40/ G0. .1. 500.) 280.) 160" 1 TIO" | 190" | 280 
20,0 15,20 14,64 14,58 | 14,36 10,40 | 7,42 4,46 4,29 | 3,72 3,00 
Triibungsindex 1,32 1,36; 1,38] 1,4 1,93 | 2,7 4.5 4.66 | 538 6,6 


Wiihrend bei Versuch 1 die Triibung ziemlich stetig ansteigt, ist bei Versuch 2 
die Vermehrung der Triibung viel gewaltiger und zeigt nach 70 Minuten ein rapides 


Wachsen. 
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3. Rinderserum 46°C. 








Standard vordem Versuch) 20’ 40/ 6’ 90/ 127° 150° 200’ 
20,0 22,5 21.4 | 15,1 1183 9.2 90 8,4 7.6 
Triibungsind. 0.89 0,94/ 1,82; 1,5 218' 222) 238; 2.63 


4. Rinderserum!) 47°C. 











r. 1 1 1 1 1 1 | 1 1 1 
Standard vordem Vers. 30’ 60° OY 120°’ | 150° 185’ | 2295’ | 270° | 320’ 
20,0 28,48 20,48 15,14) 12,44 12,03 '11,52 11,17 | 10,93 | 10,93 | 10.87 
Triitbungsindex 0.7 0,98: 1,32! 1,6 166 1,74 1,79) 1,84; 1.84! 1.84 


5. Rinderserum und -Plasma aus gleichem Stamm, gleichzeitig 
erwarmt auf 48°C. 





r. ! 1 I ! ! I I | 1 


Standard Serum vor 20’ 40/ 127° ' 150° 180°'| 200°! 230° | 260’ 
dem Versuch 


20,0 26,05 24.74 | 22.32 16,07 14.55 12,96 12.50 11.30. 10,42 
Triibungs- 0.77 0.81 O09 124, 138! 154: 16 Pi ie Ee - 
index 
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Abb, 8. 


1) Aus anderem Stamm, zeigt viel schwichere Reaktion wie voriger Ver 
such. 

















360 U. Kiyotaki: 





Standard Plasmavordem 20 40/ 7Y” | 100 | 120 | 150 | 180 


Versuch Gerinnung 
20,0 24,78 2,91 | 15,65 | 899 | 7,52 | 7,22 | 6,68 | 6,21 
(abfiltriert) 
Triibungsindex 0,81 6,89 | 1,28 | 2,23 | 2,66 | 2,77 | 2,99 | 3,22 


tinderplasma beginnt bei 48° C nach 20 Minuten zu gerinnen und sich stark 
zu triiben, nach 40 Minuten ist es fast vollstindig geronnen. Das Koagulum wurde 
abfiltriert und die Erwirmung am Filtrat fortgesetzt. 

Kine andere Plasmaportion war nach 30 Minuten bei 48°C geronnen; die 
geronnene Masse ist gallertig und schwer filtrierbar. 


Rinderserum auf 48° C. 














index | 
Nach 25 Minuten Erwairmung kleine Hautchenbildung. Nach Abfiltrierung 
wieder abgelesen und die Erwiirmung fortgesetzt. 


r. l ] 1 1 1 1 i 1 1 1 1 1 l 
Standard, vor dem; 20° 40’ 60’ 80 § 100’ | 120’ 180’ | 200’ 240’ | 280’ , 330’ | 360’ 
Versuch 
20,0 20,04 | 19,38 17,54 14,03 13,03. 10,68, 10,00) 8,94 8.83 814 7,11 6,68 6,64 
Triibungs- 1,0 | 1,04; 1,14) 1,42) 1,54) 1,87; 2,0 | 2,24 | 2,26 | 2,46 | 2,81 | 2,99 , 3,01 
index 
Rinderserum auf 49° C. 
r. 1 l I 1 l 1 1 1 i 1 
Standard vor dem Vers. 20’ 40’ 60’ SY | 126’ | 170 | 200’ | 250° | 300 
20,0 24,64 18,34 13,62 11.97) 10,24 891 | 842 | 7,91 6,94 692 
Triibungsindex 0,81 109° 1,46; 1,68; 1,96) 2,25 | 2,388 | 254 | 288 2,89 
Bemerkungen: nach 20 Minuten diinne feine Hautchenbildung; nach 40 Mi- 
nuten nicht sehr vermehrt; nach 60 Minuten Hautchen maBig vermehrt. 
Gerinnungstemperatur von Menschenplasma. 
Bei 47° C kommt es nach 2 Stunden zu ziemlich starker Gerinnung; bei 46° C 
schreitet die Gerinnung nicht so stark vor wie bei Rinderplasma, obwohl man 
auch hier maibige Triibung bemerkt. Obwohl geringe Unterschiede je nach Plasma- 
abstammung bestehen, zeigt die Gerinnungstemperatur von Menschen- und Rin- 
derplasma im allgemeinen keine sehr erheblichen Abweichungen. Fiir beide Arten 
des Plasmas ist die Ubereinstimmung eine recht bemerkenswerte. 
III. Versuechsreihe: 50—53° (€. 
1. Rinderserum auf 50°C. 
r. 1 1 1 1 1 I 1 1 1 1 1 
Standard vordem 25’ |25’ab- 50’ 50’ ab- 75’ | 100’ | 125’ 160’ 200’ Gleiches,_un- 
Versuch fil- fil- | — 
. . Serum ani 
triert triert | Ende desVer: 
20,0 22,6 | 21,6 | 21,8 13,3 | 14,2 9,1 7,4 | 6,5 6,3 6.2 |. 22,61 
Triibungs-- 0,89 0,93 0,92 15} EAL t 22 20+ $.06:| 3,17 | 3.23 0.89 
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Nach 50 Minuten wieder Hautchenbildung und nochmals abfiltriert; bei 
weiterer Erwirmung keine Hautchenbildung mehr. 


2. Rinderserum und Plasma von gleichem Stamm, gleichzeitig auf 
50°C erwarmt. 


a) Serum. 








r 1 1 I 1 1 l 1 1 1 1 l 
Standard vor dem 20’ 40’ 70’ 100’ | 120’; 150’ | 180’. 200’ 240’ | 260’ 
Versuch 
20,0 22.40 | 22.58 | 21,47 | 17,39 | 14,39 | 12,67 | 10,67 10,16} 858) 8,36) 7,98 
lriibungsind, 0,89 0,89; 0,98! 1,15} 1,39; 1,58; 1,88) 1,97! 2,383! 239) 2.5 
b) Plasma. 
2. 1 1 1 1 1 1 l I 1 1 1 
Standard vor dem 20’ 40’ 70’ 100° 120’! 150’ 180’; 200° 240’ 260’ 
Versuch Gerinnung 
nach Ab- 
filtrierung 
gemessen*) 
20.0 17,01 22,57 20.51 | 18,87 17,86 17,50 17.13 | 16,67 | 14,69 13,66 | 13,2 
Triibungs- 1,18 oss | 096) F006; 1121 134) bt 32 1,36 1,46) 1,61 
index 


*) Man bemerkt am Serum nach 40 Minuten schon makroskopisch  sicht- 
bare Flockung feiner Teilchen. 


- 
Ainderserury 


Dagegen ist das Plasma nach 20 Minu- 
ten stark geronnen (dick schlimig gallertige 
Masse). Nach Abfiltrierung wird gemessen | 
und die Erwarmung weiter fortgesetzt. Nach 
der Flockung filtriertes Plasma zeigte keine 
neue Flockenbildung; es diirfte dann in der ” / 
Hauptsache einer Serumkurve entsprechen. / 

Es ist iiberhaupt bemerkenswert, dab , 
bei den weitererwarmten Filtraten vom / 
geronnenen Plasma die Kurvenform 
stets groBe Ahnlichkeit mit derjenigen der 
entsprechend erwarmten Sera aufweist. Die 
Triibungsintensitat ist jedoch stets weit 
geringer. Offenbar bleibt ein groBer Teil der 
beim Erwairmen Triibung bedingenden Sub- 
stanzen im gerinnenden Fibrin zuriick. 
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3. Rinderserum auf 51°C. 





r. 1 1 1 1 Esa 1 1 1 


5’ 120° 160’ | 200’ 


Standard vordem Vers., 10’ 30’ | dasselbe 
aber nach 

















Abfiltrier. 
20,8 28,83 26,99 | 9,06 9.97 6,54; 587 482 4,67 
Triibungsind. 0.69 0,74; 2,21 2,01 3,06; 3.41 4,15 4,28 
4. Rinderserum auf 53°C. 
r. I 1 1 l 1 1 1 l 1 1 1 1 1 
Standard vor dem 5’ 10° | 20’ | dasselbe | 30’ 40’ 50’ 60’ 80’ 120’ 160% 200’ 
Versuch nach Ab- 
| filtrierung 
20,0 25,0 | 25,02 | 23,3 | 13,8 14,8 (9,05:81 | 7,73) 7,21 5,87 5,45: 5,32!5,3 
Triibungs- 08 | 08 0.86 1,45 1,35 | 2,21) 2,47'2,59 2,78 3,41 3,67 3,76. 3,78 
index 
Nach kurzer Erwarmung ziemlich steil Vermehrung der Triibung; besonders 
deutlich bei 51° C und 53° © schon nach 20— 30 Minuten. 
IV. Versuchsreihe: 56° C. 
1. Rinderserum. 
r j l 1 I 1 1 1 1 1 I I H l 
Standard vor dem 5’ 10’ 27 | 30 | 50°; 7 | 90’ | 120’ | 150’ | 180’ | 210’ | 250 
20.0 Versuch 
30,27 13,56 11,08 | 8,47 7,87 | 7,39 | 6,57 | 6,02 | 5,715.19 4,96 4,71 4,18 
Triibungs- 0,66 1,48; 1,81: 2,36 , 2,65 | 2,70 | 3,05 | 3,32 | 3,51 | 3,85 | 4,03 , 4,26 | 4,78 
index 
2. Rinderserum, einen Tag vor dem Hauptversuch 300 Minuten lang 
auf 49° Cerwarmt und bis zum Hauptversuchim Eisschrank bewahrt. 
r. 1 1 1 ee 1 | i 1 j 
Standard | vordem Vers. 5’ 10’ 20’ 30’ 50’ 70’ 90’ 120” 
20,0 8,78 7,01 6,73 | 6,54 | 5,85 | 4,94 | 4,55 | 446 3,95 
Triibungs- 2,28 2.85 2,97 | 3,06 | 3,42 | 4,05 | 4,39) 4,5 5.07 
index | 
Die Kurve zeigt gut iibereinstimmende gleichartige Triibungsvermehrung bei 
dem frischen und dem einmal bei 49° vorerwirmten Serum. Weiter bemerkte 
man die enorme Steigerung der Triibung nach kiirzester Erwarmung (bereits nach 
5 Minuten). 
3. Frisches Rinderserum und Plasma aus gleichem Stamm, gleich- 
zeitig auf 56° erwirmt. 
a) Rinderserum. 
z 1 1 1 1 1 l 1 I l 1 
Standard vor dem Vers. 5’ 10 | 20° 35’ 70’ ; 100’ | 130’ =160’ | 200’ 
20.0 22,38 12,28 10,67! 8.09 6,78 | 5.87 5,24 4,75 435 9 3,75 
Triibungsindex 0,89 1,63 | 1,87 | 2,47. ;-2,95 | 3,41 | 3,82 | 421 46 5,33 
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b) Rinderplasma. 


r. l 1 1 1 l 1 l l 1 
Standard vordemVers.! 5’ 10’ 25” TY 100-130’ «160 )~—s- 200 
20,0 19,03 21,02*) 19,65 19,18 | 16,72 | 15,85 14,72/ 14.43 11.29 
Tribungs- 1.03 0,95*), 102 1.04; 1,2 126; 1,36'/ 138 1.78 
index 


*) Plasma nach 5 Minuten schon stark geronnen. daher nach Abfiltrier 
vemessen und Erwirmung weiter fortgesetzt. 

Es ist naheliegend daran zu denken, daf unter den Serumbestandteilen das 
unstabilere, das Globulin, die Veranlassung zu der Hitzetriibung gibt. Es wurcs 
deshalb globulinfreies Serum und Globulinlésung der Priifung unterworfen. 





Abb. 5. 
Vergleich von Rinderserum mit globulinfreiem Rinderserum. 

Zur Entfernung des Globulins wurde ein Teil des Rinderserums mit der gleiche: 
Menge gesiattigte Ammonsulfatlisung versetzt und das gefiallte Globulin abfiltriert 
Ein anderer Teil wurde mit festem Magnesiumsulfat im Wasserbad von 30-25° © 
gesattigt, dann ebenfalls die Globuline abfiltriert. 

Als Kontrolle benutzte ich mit der gleichen Menge physiologische Kochsalz 
lésung halbverdiinntes Rinderserum. Obige drei Sera wurden dann auf 55° € et 
warmt und nach verschiedenen Versuchszeiten die Triibungsverinderung bestimmt 


a) Globulinfreies Rinderserum (durch gesattigte Ammonsulfatlésung) 





r 1 1 H 1 1 1 
Standard vor dem Vers. 30’ 140 170° 200° 230’ 
10,0 39.53 37.62 25,21 19,31 | 15,06 | 12,54 


Triibungsindex 0.26 O27 0.4 0.52 O67 O8 
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b) Globulinfreies Rinderserum (durch festes MgSO,). 





a 1 1 1 1 1 
Standard vor dem Vers. 30/ 140’ 170’ 200’ 
10,0 32,91 30,20 19,31 15,21 12,19 
Tritbungsindex 0,31 0,33 0,52 0,66 0,82 


c) Halbverdiinntes Rinderserum (mit physiologischer Kochsalzlésung). 





% 1 1 1 I 1 1 


Standard vor dem Vers. 30’ 147 | 170° | 200° |. 230° 

20,0 24,0 23,61 | 18,66 | 17,42 | 16,18 | 14,89 

Triibungsindex 0.83 0,85 | 1,07; 1,14| 1,24/ 1,34 
Die Kurve der drei Sera zeigt annaihernd gleichen Verlauf. Die absolute 
Triibung ist allerdings bei den globulinfreien Sera am geringsten. Die Haupt- 
versuche fiir die Triibung und Triibungsvermehrung diirfte somit beim Globulin- 
anteil zu suchen sein, doch nimmt scheinbar auch das Serumalbumin an der 

Triibungsverinderung durch Erwirmung teil. 


Globulinlésung aus Rinderserum. 

Das aus dem Rinderserum durch gesattigte Ammonsulfatlésung gefallte Glo- 
bulin wurde abgesaugt und mit halbgesattigter Ammonsulfatlésung gewaschen, 
die Fiallung in Wasser gelést und mit dem gleichen Volumen gesiattigter Ammon- 
sulfatlésung von neuem gefallt. Diese Fallung wurde 2 Tage lang in einer Fisch- 

blase in destilliertem Wasser dialysiert. 


i Globulin ist sehr labil und wird bald denaturiert. Das nach obiger Methode 
gewonnene Globulin ist immer mehr oder weniger denaturiert und ist zum Teil 


unléslich in physiologischer Kochsalzlésung. 

Es wurde hier nur der in physiologischer Kochsalzlésung geléste Teil benutzt, von 
dem der ungeléste Niederschlag durch Zentrifugieren und Filtrieren entfernt war. 
Versuch | auf 51°C. 


| = SS ee 








r. 1 | 1 1 1 
Standard Globulin-Kochsalz- 60’ 140’ 170’ 
lésung vor dem Vers. 
20,0 24.51 3,42 1,51 1,37 
Triibungsindex 0,81 5,88 13,25 14,6 
Standard Normal -Rinderserum 60’ 140’ 170’ 
vor dem Versuch 
20,0 24.3 7.68 5.05 4,83 
Triibungsindex 0,82 2.6 3.96 4.14 


Versuch 2 auf 48°C. 





¥: 1 1 1 
Standard Globulin-Kochsalz- 3U’ 60’ 
lésung vor dem Versuch 

20,0 24.8 4.85 3,86 

Triibungsindex 0,81 4.14 5,18 
Standard Normalserum yor dem 30/ 60’ 

Versuch 
20.0 20,01 12.07 10,46 


Triibungsindex 1,0 1,65 1,91 
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Versuch 3 auf 42°C. 





r 1 1 l 
Standard Globulin-K oebsalz- 60 120’ 
lisung vor dem Vers.*) 
20,0 288 20.56 14,38 
Triibungsindex 0.69 0.97 1.39 


*) Vor dem Versuch nochmals abfiltriert. 


Aus diesem Versuch erweist sich die iiberaus groBe Empfindlichkeit von 
Globulin gegen Erwairmung, besonders im Vergleich zu normalem Serum. Das 
im Normalserum enthaltene Albumin scheint hier als Schutzkolloid fiir Globulin 
zu wirken und die Empfindlichkeit gegen die Hitze stark abzuschwiichen. 


Versuch mit dem Rinderserum, aus dem die Globuline teilweise gefallt sind. 

Normalserum wurde auf 49,5—50° C erwarmt, bis eine bestimmte Triibung 
auftrat. Ein anderer Teil des gleichen Serums wurde zunachst nicht erwarmt, 
sondern mit Ammonsulfatpulver versetzt, bis die Triibung ungefiahr gleich stark 
war mit dem erwarmten Serum. Das durch festes Ammonsulfat getriibte Serum 
wurde dann gleich lange auf gleiche Temperatur erwirmt, die vorher das nor- 
male Serum und die auftretende Triibungsveranderung beobachtet. 


Versuch 1. 





r 1 I 1 1 

Standard Normalserum 20,0 dlasselbe | dasselbe — dasselbe 
Ammonsulfatpulver | 49,5° © | abfiltriert 49.5° C 

2,399 g 70’ 100’ 

20,0 9.81 11,36 13.68 14.0 
Standard Normalserum auf 49,5 dasselbe 
495° € 

TU’ 100’ 

20.0 9.7 7.32 


Versuch 2. 








’. 1 1 1 
Standard Normalserum 19,0 ce | dasselbe auf dasselbe auf 
Ammonsulfatpulver 50° C 50° C 
2,0478 @ abfiltriert 60’ 120’ 
20.0 15,25 15.67 14.35 
: Versuch 3. 
r. 1 1 I 
Standard Normalserum 23.0 dasselbe auf dasselbe auf 


Ammonsulfat 2,561 ¢ 


20,0 10,04 


50° © 
60’ 
11,32 


50° C 
120’ 
12.54 





Aus diesen Versuchen ergibt sich, daB bei unvollstandiger Fiallung der Globuline 





keine Vermehrung durch Hitzetriibung auftritt, sondern eine Abnahme. In der 
Warme scheinen demnach die ersten Globulinanteile durch das Ammonsulfat 
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teilweise wieder aufgelést zu werden. — Offenbar liegt hier ein komplizierter 
ProzeB vor, dessen Klirung weiterer Versuche bedarf. 


Wird Komplement von durch Erwirmen getriibtem Serum gebunden? 


Die neueren Ergebnisse der Immunitatsforschung machen es wahrscheinlich, 
da die Komplementbindung bedingt ist durch eine Dispersitatsinderung. der 
Globuline des Serums. Es schien mir daher wichtig festzustellen, ob auch die 
durch Wirme bedingte Dispersititsinderung eine Komplementbindung bewirke. 

Zu diesem Versuch benutzte ich Rinder- und Hammelserum gegen das ge- 
brauchliche hamolytische System. Beide Sera wurden erwirmt, bis eine gewisse 
Triibungsvermehrung erreicht war und verschiedene Mengen dieser getriibten Sera 
wurden zu einer bestimmten Menge frischen Meerschweinchenserums hinzugefiigt 
und im Brutschrank digeriert. Dann wurden sensibilisierte Hammelblutkérperchen 
zugesetzt und wieder 1—2 Stunden im Brutschrank erwarmt. 

Die Réhrchen wurden dann in den Eisschrank gebracht und am niichsten 
Morgen das Resultat abgelesen. 

Als Kontrolle wurde der gleiche Versuch mit frischem Normalserum aus- 
vefiihrt. 

Wie folgende Tabelle zeigt, war kein Unterschied zwischen beiden Sera fest- 
zustellen. 

Versuch 1 mit Rinderserum. 





o 


Nr. des Reagensréhrehens 1 2 8 | 4 


Rinderserum 4 
Komplement 1,0 
(Meerschweinchenserum 
1:10 verdiinnt) 


0.75! O05 0.3 0:4. | -8 
1.0 1,0 1,0 1,0 0.5 


37°C 1}, Stunden 


Sensibilisierte 1.0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
Hammelblutkérperchen- 
Aufschwemmung 


0,85°/, NaCl-Liésung 0 0.25; 0,5 0,7 0.9 1.5 


Resultat (Haimolyse) nach 1 Stunde 37° C. 





t+ | +++ 4+4+4 |4+44 


Normalserum + +4. + + 4 }- + 
+) | (+4) GH) | (-) 


(+++)*) (4) (+ 
Erwirmtes Serum (auf 


30°C) 2 Stunden + + 4 +++ t++ | +44 + +}- + 
aie op (+) (++) (+) (+) 
Erwirmtes Serum (auf 
)0° C) 4 Stunden ++ 4 t+++4+ +4++4 ++4 ++4 
alles at (+) (+ +) (+) (+) 


*) Aoglutinationserscheinung des B. K. 


Versuch 2 mit Hammelblutserum. 





Nr. des Reagensglischens 1 2 3 4 5 6 7 8 


Hammelseruin 1.0 0,9 | 0,75 | 06 | 0,25) 01 — 1,0 
Komplement wie oben | 0,5 05 O05 0,6 | 0,5 0.5 0,5 — 
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11/, Stunden bei 37°C. 
Sensibilisierte Blutkér- 1,0 1,0 10 | £0 1.0 1.0 1.0 1.0 
perchen 
U,85°/) NaCl-Lisung 0 0.1 0.25 05 0.75 09 1.0 1,0 


Hamolyse nach 1 Stunde, 37° C, dann Eisschrank. 





Normalserum +-(+) 

Erwirmtes Serum 50°C i } : ++ i/++4+4 Ka a 
90/ 

Bei diesem Versuch mit Hammelserum tritt die antihaimolytische Wirkung 
ziemlich deutlich in die Erscheinung, doch bemerkt man zwischen beiden Sera 
keinen Unterschied. 

Versuch 3 mit Hammelserum. 





Nr. der Reagensglischen i 2 3 4 5 6 
Hammelserum 1.0 0.75 O05 0.25 0.1 
Komplement wie oben O79 0.7 Re | Oe 0,7 Q,7 


1! , Stunden 37° C. 
Sensibilisierte Blutkér- 1,0 10 1,0 1,0 1,0 10 


perchen 
0,85 °/, NaCl-Loésung 0,3 0,55 | 08 1,05 1,2 13 


1 Stunde 37° (, dann Eisschrank. 





Resultat (Himolyse) + (++) 
Normalserum (++) (+-) (—) 
Erwiirmtes Serum (53°C +4 t- + + +44 ++ 
60’) (+ +) (+ +) (+) (—) (+) 


Ultramikroskopische Untersuchung des erwirmten Serums. 


Wiederholte Untersuchungen bestatigten mir, daB die durch Erwarmung auf 
50—55° C makroskopisch deutlich getriibten Rindersera im Ultramikroskop keinen 
Unterschied gegeniiber normalem Serum zeigen. Beide sind fast optisch leer; 
man sieht nur ganz spiarliche Teilchen [ungefaihr 1—2 in einem Gesichtsfeld}*). 

Dies deckt sich mit den Beobachtungen an kolloider Kieselsiure, die kiirzlich 
von dem ,,Institut fiir Kolloidforschung‘**) verdffentlicht wurden. Wahrend 
kolloide Kieselsiurelésungen fiir das Ultramikroskop optisch meist leer sind, 
weisen sie markante Nephelometereffekte auf. 


Die zeitliche Veranderung der Viscositiit des Serums bei héheren Temperaturen. 


Trotzdem die klinische Bedeutung der Viscositat des Gesamtblutes eingehend 
studiert ist, wurde die Viscositat des Serums bis jetzt relativ wenig untersucht, 
besonders aber fiir Plasma sind die Angaben noch sehr sparlich. 

Aus den Messungen von Ziveri’) (angestellt mit dem Viscosimeter von Hess) 
wurden die Normalwerte des Menschenserums mit Vorbehalt mit 7 = 1,6—2,1 
angegeben. 


1) Vel. auch die interessanten Untersuchungen von E. Salén. 

2) Chemiker-Zeit. 1921, Nr. 155 

3) Riv. ital. di neuropatol., psichiatr. ed elettroterap. 2, F. 12 (zitiert nach 
Neuberg, Der Harn usw. II.). 
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Naegeli’) schreibt, daB die Werte fiir Serum normal 1,7—2,0 betragen und 
daB die des Plasma in der Regel um 0,2—0,3 davon abweichen. 

Es wurde wohl allgemein anerkannt, daB die Viscositaét des Blutes haupt- 

sichlich bedingt ist durch die suspendierten Blutzellen und die gelésten Kolloide. 
Die Bedeutung der Serumkolloide fiir die Blutviscositat ist eingehend untersucht, 
besonders von Rohrer?), der zu dem wichtigen Ergebnis kam, daB die Globuline 
die Viscositét in starkerem Mabe beeinfluBten als die Albumine; er hat die Vis- 
cositatsmessung in Kombination mit der Refraktometrie zur direkten Bestimmung 
des Gehaltes der Serumglobuline und Albumine angewendet. Neuerdings hat 
vothlin*) viscosimetrische Studien iiber den Einflu8 der Temperatur auf den 
Strémungswiderstand des Blutes und dessen Komponenten ausgefiihrt; er fand, 
daB der Reibungskoeffizient des Blutserums innerhalb 12—58° bzw. 60° nicht 
gleichmaBig, sondern mit steigender Temperatur immer weniger sank und dai 
bei 58° bzw. 60° C ein Minimum der absoluten inneren Reibung beim Blutserum 
erreicht wird. Diese Temperatur hat er als kritisch bezeichnet. Oberhalb dieser 
kritischen Temperatur nimmt der Reibungskoeffizient des Blutserums wieder zu 
und es treten irreversible Verainderungen der Serumkolloide ein. 

Die biologisch auBerst wichtige Veranderung, die bei der Inaktivierung des 
Blutserums vor sich geht, konnte viscosimetrisch nicht nachgewiesen werden. 
Nach dem Erwiarmen auf 56°C und darauf folgender Abkihlung bis 30° C zeigte 
die Viscositaét ganz gleiche Werte [Burton-Opitz‘), Rossi’)]. Die genannten 
Autoren erklarten, daB der Inaktivierung wahrscheinlich keine Veranderungen des 
Dispersititsgrades der kolloiden Teilchen, sondern eher der chemischen Kon- 
stitution eintrete. Es ist aber naheliegend, daB beim Erwirmen des Serum bzw. 
Plasma Beziehungen zwischen seiner Viscositatsverianderung und der Veranderung 
der Triibung auftreten diirften. Messungen mit dem Apparat von Hess bei ver- 
schiedener Zeitdauer des Erwirmens an Serum und Plasma ausgefiihrt ergeben 
folgendes: 

Auf 42°C. Menschen- und Rinderserum bzw. Plasma zeigt bei 5 Stunden 
langem Erwarmen keine Veranderung der Viscositat. 

Auf 44°C. Geringe Verminderung der Viscositét nach dem Erwarmen. 


Vor dem Erwarmen. Nach dem Erwarmen. 
1 Stunde 2 Stunden 3 Stunden 
Xinderserum 32 2,05 2,0 1,8 
Rinderplasma 2,85 2,7 2.6 2,45 


Auf 46°C. Nach langerem Erwirmen bei dieser Temperatur zeigt das Plasma 
ziemlich fortschreitende Gerinnung, wobei seine Viscositaét sich stark vermehrt. 
dagegen zeigt Serum geringe Viscosititsverminderung. 


Vor dem Erwarmen. Nach dem Erwarmen. 
1 Stunde 2Stunden 3 Stunden 
Rinderserum 2.1 2,02 1,95 1,74 
tinderplasma 2,7 3,20 3,30 4,20*) 


*) Das Plasma ist nach 3stiindigem Erwirmen fast gallertig geworden. 


1) Blutkrankheiten und Blutdiagnostik. 

2) Rohrer, Bestimmung von Albumin und Globulin. Dtsch. Arch. f. klin. 
Med. 121, 221. 1916. 

3) Rothlin, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 179. 1920. 

‘) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 82. 1900. 

5) Arch. di fisiol. t. 1. p. 500—504. 1904. 
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Dieser Versuch ergibt fiir Serum (ebenso wie bei Rothlin) bei Temperatur- 
erhéhung eine Herabsetzung der Viscositat, wogegen Plasma, besonders unmittel- 
bar um seine Gerinnungstemperatur, eine starke Steigerung der Viscositat aufweist. 


Anhang. 
Die Veranderung der Triibung des Serums durch Ver- 
diinnung. 

Bei der Verdiinnung von Triibungen wie AgC! verlauft die Triibungsabnahme 
innerhalb gewisser Grenzen umgekehrt proportional der Konzentration, also 
geradlinig (Kleinmann). Ahnlich auch bei Kollargol. Verdiinnt man jedoch 
EiweiBlésungen, so erweist sich die Triibungsveranderung als keine einfache 
Funktion der Konzentration. Offenbar kommt es zu feinen Zustandsverinderungen 
der EiweiBkérper durch die Verdiinnungsfliissigkeit. Man kann daran denken, 
daB physiologische Kochsalzlésung oder Ringersche Lésung nicht im wahren 
Sinne isotonisch mit Blutserum sind, und da®B damit auch gewisse biologische 
Anderungen einhergehen. 


Rinderserum wurde mit 0,85proz. NaCl-Lésung und Ringerlésung 
verdiinnt. 


Versuch la: Verdiinnung mit physiologischer Kochsalzlésung. 





Rinderserum — gleichesSerum 
Konzentration 


1,0 O.86 0.75 O67 06 0.55 0.5 0.49 
20,0 20,2 ZiG | 225 (247 (261 i276 (29 | 36 
Triibungsindex 0,99 0.93 | 0.89) 081 O77 O73 0.69 0.65 


0.43 0.4 0.37 
32,4 34,1 | 35, 
0.62 05% 0. 


6 0,353 0,334 03 
37,7 39,4 423 


ou 
7 
56 «60.53~—COO51 0.47 


Versuch 1b: Gleicher Versuch, nur mit anderem Serum. 





Rinderserum = gleiches Serum 
Konzentration 


1.0 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 
20.0 20,24 91.32 | 25.19 28.43 31.99 33.42 34.93 43,16 
Triibungsindex 0,99 0,94 | 08 0.71 063 0.6 0.54 O47 


Versuch 2: Verdiinnung mit Ringerscher Lésung. 





Rinderserum | GleichesSerum 
Konzentration 


1.0 0.9 OS 0.7 0.6 O5 0.4 0.3 
10.0 9.98 10,24 | 11,08 11,89 12.83 13.68 14.45 16,09 
Triibungsindex 1.0 O.4S 0.9 0.84! 0.78! 0.73 0.69 0.62 


Obige Triibungsveranderung geht nicht geradlinig, umgekehrt proportional! 


der Konzentration, sondern kurvig. Das Serumeiweif erleidet somit durch diese 
scheinbar isotonischen Lésungen feine Zustandsverinderungen. 
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Diskussion. 

Es ist bekannt, da Serum und Plasma bei Temperaturerhéhung 
Anderungen erfahren, die sich durch physikalische und _biologische 
Erscheinungen bemerkbar machen: bei 56° wird Serum inaktiviert, 
bei 63° gerinnt es, bereits vorher sind Triibungen zu erkennen. Noch 
niedriger sind die Gerinnungstemperaturen fiir Plasma; auch die innere 
Reibung ist eine Erscheinung. die recht empfindlich auf feine Tem- 
peraturerhOhungen reagiert. 

Unbekannt war jedoch bisher, dab bereits bei Fiebertemperatur 
optisch wahrnehmbare Dispersitatsanderungen vor sich gehen, die nun- 
mehr vermittels des Nephelometers festgestellt sind. Der Auftritt von 
Triibungen ist eine Erscheinung, die mit der Zeit und Temperatur 
funktionell verkniipft ist. Die Reaktion ist offenbar sehr langsam bei 
normaler Kérpertemperatur und wiichst rapid mit der Temperatur- 
zunahme. Es mu einer spaiteren Zeit vorbehalten bleiben zu priifen, 
ob sie dem Gesetz gehorcht, laut welchem eine Steigerung um 10° die 
Reaktionsgeschwindigkeit verdoppelt. 

Wir haben die Triibungszunahme innerhalb der klinischen Fieber- 
temperatur bis zu 4 bzw. 4!/, Stunden verfolgt. Beriicksichtigen wir, 
da Fieber tage-, oft wochenlang wahrt, so kénnen wir daraus ermessen, 
welche Anderung das Plasma bzw. Serum mit der Zeit erleiden muB. 
Es ist heute noch nicht méglich, diese Dispersitatsinderung klinisch 
auszuwerten, doch méchten wir das Augenmerk auf die Tatsache 
lenken. 

Bereits bei 46° gerinnt das Plasma, so daB wir den Anteil des Fibrins 
an der Dispersititsinderung fiir hohere Temperaturen ausschalten 
miissen. Um so bemerkenswerter sind die Kurven, welche wir fiir das 
Serum in dem Intervall von 46° bis 56° (Inaktivierungstemperatur) er- 
halten. — Aus den spiteren Versuchen wissen wir, da an der Triibungs- 
zunahme hauptsichlich das Globulin beteiligt ist. Die Kurven lehren 
uns jedoch, da der Vorgang (die Reaktion) nicht die einer einheitlichen 
Substanz ist. Es kann kein Beobachtungsfehler sein, daB die Kurven in 
dem genannten Temperaturintervall (je nach der Temperatur friiher 
oder spiter) einen Knick aufweisen, der einer plétzlichen rapiden Zu- 
nahme der Triibung entspricht. Ich verweise auf die Kurve bei 50° 
(S. 360), sowie bei 50°, 51° und 53° (8.361), 56° (8.363). Die Erscheinung 
wiederholt sich regelmaBig und laBt auf zwei intercurrierende 
Reaktionen schlieBen, von denen die eine erst bei héheren Tem- 
peraturen einsetzt, aber eine gréBere Reaktionsgeschwindigkeit besitzt. 

Wenn wir auch bei den Versuchen mit getriibtem Serum keine Kom- 
plementbindung feststellen konnten, so spricht das noch nicht gegen 
die bisherigen Theorien iiber die Rolle der Globulindispersitat bei der 
Komplementbindung; es weist vielmehr darauf hin, welch weite Ge- 
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biete von der reinen Kolloidforschung noch zu crforschen sind, che sie 
mit Erfolg an die Lésung biologischer Probleme herantreten kann. 

Zusammenfassend kénnen wir sagen, dab wir in der Triibungs- 
ainderung von Serum und Plasma bei Temperaturerhéhung einen neuen 
feinen und vermittels des Klein mannschen Nephelometers quantitatiy 
verfolgbaren Indicator besitzen, dessen theoretische und klinische Aus- 
wertung noch offen steht. 


Zusammenfassung. 


1. Durch Erwairmung erfaihrt das Serum und Plasma eine Zustands- 
iinderung, die sich in sehr feiner Weise durch das Nephelometer nach- 
weisen liBt. An der Triibungsvermehrung des Serums ist vorzugsweise 
das Globulin beteiligt, jedoch erfihrt auch das Albumin eine Triibungs- 
zunahme. 

2. Die Triibungsvermehrung steigt mit der Zeitdauer des Er- 
wirmens, und zwar ist der Anstieg der Kurve um so steiler, je héher 
die Temperatur. In manchen Temperaturgebieten ist der Anstieg an- 
fangs steiler, doch zeigt die Kurve keine Neigung mit der Zeit gerad- 
linig zu werden und eine Triibungskonstanz zu erreichen. Auch bei 
langdauerndem Erwirmen bei niedriger Temperatur, wie 42—45 °C, 
scheint sich die Triibung dauernd langsam zu vermehren. 

3. Vergleicht man die Triibungsgeschwindigkeit von Serum und 
Plasma, so erweist sie sich bei letzterem viel héher in der Nahe der 
Gerinnungstemperatur (45—46°C). Bei niedrigerer Temperatur (40 
bis 44° C) hingegen reagiert das Plasma langsamer; meist bemerkt man 
hier keine sichtbare Veranderung. 

4. Meine Untersuchung stellt fest, daB bereits bei Fiebertemperatur 
(39—42° C) eine Triibung auftritt. Diese Tatsache erscheint mir als 
Ausdruck fiir feine Zustandsinderungen des KorpereiweiBes bei dem 
klinischen Fieberzustand. 

5. Erwarmtes Serum mit deutlicher Dispersitatsinderung zeigt 
gegen Komplement des frischen Meerschweinchenserums keinen Unter- 
schied gegeniiber normalem Serum. 

6. Die ultramikroskopische Untersuchung erweist keinen Unter- 
schied zwischen erwiirmtem und frischem Serum. Beide sind fast 
optisch leer, mit nur sparlichen submikroskopischen Teilchen. 

7. Beim Verdiinnen von Serum mit physiologischer Kochsalz- 
lésung oder Ringerscher Lésung vermindert sich die Triibung. 
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Uber Fibrinolyse. 


Il. Mitteilung*). 


Von 


Max Rosenmann. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Rudolfsstiftung in Wien.) 
(Eingegangen am 19. Dezember 1921.) 


Bevor die weiteren Versuchsresultate iiber Fibrinolyse mitgeteilt 
werden sollen, muB noch einiges iiber die Methodik nachgetragen 
werden, um so mehr als manche Beobachtungen wihrend der Aus- 
arbeitung der Versuchstechnik AnlafB zu neuen Versuchsresultaten 
boten. Es wurde bereits in der ersten Mitteilung erwahnt, daB man 
bei der Herstellung des Plasmafibrins aus Oxalatplasma die optimale 
Caletummenge vorher bestimmen mu, da bei Zusatz von zu wenig 
Calcium das gewonnene Fibrin leicht der Fibrinolyse verfallt. Es ergab 
sich aber im Verlaufe des weiteren Arbeitens mit dem auf diese Art 
gewonnenen Fibrin, da dasselbe trotz gleicher Methodik doch ver- 
schieden resistent war. Die Aufklirung dieser Erscheinung brachte 
folgender Versuch. 

Fillt man mehrere Eprouvetten mit je 5ccm frischen Oxalat- 
plasmas und fiigt in aufsteigender Menge CaCl, zu, so erhilt man in 
einer Anzahl Eprouvetten nach 20—30 Minuten Gerinnung, in den 
Eprouvetten mit zu wenig resp. zu viel Calcium spiiter als in den 
Eprouvetten mit mittleren Calciumwerten. SchlieBlich gelangt man zu 
Grenzwerten, bei denen keine Gerinnung mehr stattfindet. Stellt man 
sich nun verschiedene Fibrine mit verschiedenen Calciummengen dar, 
so kann man sich itiberzeugen, daB die Resistenz optimale Calcium- 
menge nicht dort liegt, wo die Gerinnung zuerst auftritt, sondern bei 
einem ungefihr um !/, der berechneten Menge héheren Calciumwerte. 

Ich stellte die Versuche mit einem | proz. Oxalatplasma und 5 proz. 
CaCl, an. Es wurden 17 Eprouvetten mit je 5cem Oxalatplasma ge- 
fiillt und zu Eprouvette I 1 Tropfen, zu Eprouvette Il 2 Tropfen, zu 


*) In der vorigen Mitteilung wurde iiber den Nachweis eines fibrino- 
lytischen K6rpers im Autolysat des rohen Pferdefibrins berichtet. 
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Eprouvette III 4 Tropfen, zu Eprouvette LV 6 Tropfen usw. ansteigend 
um 2 Tropfen bis zu Eprouvette X, zu welcher 16 Tropfen zugefiigt 
wurden. In die Eprouvette XI kam '/, cem Caleiumchlorid. In Eprou- 
vette XII 1 cem, in Eprouvette XIIL 2 cem, in Eprouvette XTV 3 cem, 
in Eprouvette XV 4cem und in Eprouvette XVI 5 ccm. 

Die Resultate sind in folgender Tabelle wiedergegeben. 


Tabelle L. 


1°/o Oxalat-| 1.; 2.) 3) 4.| &! 617) &] & | 10.) 01. 12) 18) 14.) 16.) 16. 








5 proz. plasma 
CaCl,- voneinem | 1 | 2/ 3 | 4/ 6 | 8 | 10) 12) 14; jo.) , | oi giagisz Bemerkung 
Losung Prerde Stt. gtt. gtt. gtt. gtt. gtt. gtt. gtt. gtt. ett. ie oy : 
ecm 
n. 30’ D - i+ t i ' - festes Ge 
rinnsel. 
n. 40° 5 + i+ i+ 4 | ~ halbtestes 
Gerinnsel. 
n. 31> 5 tp ee ay | + Anfang der 
Gerinnung. 
n. 18% 5 r+r+r+rt+r4+ /+/+ +/4 +r retrahiert. 
n. 515 5 rit+ritri+r +r Gerinnsel. 
.4Tagen in Epr. | tr+r+r+rt+r4+r + |- kl. Gerinnsel. 
] 
Aus dieser Tabelle ist zu ersehen, daB die Gerinnung zuerst in der 
Eprouvette IV auftritt und daB sie in den Eprouvetten I, XIV-—XVI 
volistindig ausblieb. Es steht dies in Ubereinstimmung mit den 
) seinerzeitigen Angaben von E. Freund!'), der als erster auf die Be- 


deutung der Kalksalze auf die Gerinnung des Blutes hinwies*). In 
Eprouvette II—VI trat Retraktion des Gerinnsels ein, wihrend in 





den Eprouvetten mit héheren Calciumwerten dieselbe ausblieb. Es ist 
dieser Befund geeignet, jenes Krankheitsbild unserem Verstiindnis 
niher zu bringen, bei dem neben einer himorrhagischen Diathese eine 
mangelhafte Retraktion des Blutgerinnsels besteht, wie bei der von 
Frank*) beschriebenen ,,thrombopenischen Purpura‘ und bei der von 
Glanzmann®) beschriebenen ,,hereditiren Thrombasthenie’’, bei wel- 
cher trotz Vorhandensein von Thrombocyten die Retraktion des Blut- | 
gerinnsels mangelhaft ist. Der letztere Autor nimmt an, dab die 
Retraktion des Blutgerinnsels durch ein in den Blutplittchen  vor- 
handenes Enzym_ bewirkt wird, das er ,,Retraktozym™ nennt, und 
glaubt, daB in den genannten Fiillen infolge mangelhafter Anlage der 





Thrombocyten, resp. infolge Mangel derselben das Retraktozym fehilt. 


Versuch 2. Ich stellte mir entsprechend den in Epr. Il, [V, V und X der 
Tabelle I ermittelten Werten vier verschiedene Fibrine dar und _ priifte sie mit 
Hilfe der Autolyse auf ihre Resistenz. Es zeigte sich, dab das Fibrin entsprechend 

*) Die diesbeziigliche Arbeit von Arthus*) und Pages ist erst 2 Jahre 
spater erschienen. 
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der Epr. V das. resistenteste war, wihrend das den Epr. Il und X entsprechende 
Fibrin am wenigsten resistent war. In dem Serum, das von dem Gerinnsel in Epr. II 
ausgepreBt wurde, trat noch nachtriglich Gerinnung ein. 


Tabelle II. 





Fibrin Lésungsmittel Temp. | 48Std. 38Tg. 4Tg. 6Tg. 8Tg 
1. Entsprechend der Epr. Il. 5 eem3°/, Na Fl) 36° t t } 
2 - . a Ne Bs 36° ws 
3. : ea, : 36° _ 
4. ‘. a at ee * 36 t } +} 


Aus dieser Tabelle ist zu ersehen, da®B das resistenteste Fibrin nicht 
jenes Fibrin ist, das der Eprouvette IV entspricht, wo die Gerinnung 
zuerst aufgetreten, sondern dafi das resistenteste Fibrin jener Calcium- 
menge entspricht, welche nach Tabelle I der Eprouvette V, zugefiigt 
wurde. 

Erwahnt sei, dafi das dem hoheren Calciumwerte entsprechende 
Fibrin viel voluminéser ist als das Fibrin mit optimalen Calcium- 
mengen, welches sowohl an Volumen als auch an Masse dem ersteren 
Fibrin zuriicksteht, jedoch viel elastischer ist. 

Um immer wieder frisches Fibrin fiir die Versuche vorratig zu haben, 
wurde nicht die ganze Plasmamenge zu Fibrin verarbeitet, sondern ein 
Teil im Eiskasten aufbewahrt. Wurde nun bei der Darstellung des 
Fibrins aus dem zweiten Teil des Plasmas die einmal ermittelte Calcium- 
menge verwendet, so entstand ein sehr schwaches, der Autolyse leicht 
verfallendes Gerinnsel. Es zeigte sich, daB die optimale Calciummenge 
gestiegen war. 

Wie bereits mitgeteilt wurde, verliert das Fibrin nach einiger Zeit 
seine Resistenz, d. h. es verfallt sehr leicht bei 37° der Autolyse, so dab 
dasselbe bald fiir fibrinolytische Versuche mit Thrombolysin  trotz 
Aufbewahrung im Eiskasten ungeeignet wird. (Es erwies sich als 
zweckmiabig, statt der Bezeichnung Fibrinolysin, welcher Name viel- 
fach AnlaB zu Verwechslungen mit Fibrolysin gab, fiir das fibrino- 
lytische Ferment den Namen Thrombolysin zu wihlen.) Es ist nahe- 
liegend anzunehmen, das nicht nur die Autolyse des leukocytenhaltigen 
Fibrins, sondern auch die des leukocytenfreien Plasmafibrins durch das 
Thrombolysin, das dem Fibrin von Haus aus in irgendeiner inaktiven 
Form anhaften mag, geschieht und da das Thrombolysin erst mit 
zunehmendem Alter des Fibrins in Wirksamkeit tritt. Auf Grund dieser 
Uberlegung wurde anfangs versucht das Fibrin durch Inaktivierung 
bei jenen Temperaturen, bei welchen das Thrombolysin zugrunde geht, 
vor der Autolyse zu bewahren. Nachdem festgestellt war, daB das 
Thrombolysin bei einer Temperatur von 46—48~ bei einstiindigem Er- 
hitzen im Wasserbad je nach den Herstellungsbedingungen entweder 
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ausflockt oder zu einer gelatindsen Masse gerinnt, jedenfalls aber seine 
enzymatische Wirksamkeit zum grésten Teile verliert, wurde das Fi- 
brin unter denselben Bedingungen bei 47, 52, 56 und 61> inaktiviert 
und mit dem so behandelten Fibrin sowohl autolytische als fibrinoly- 
tische Versuche mit Thrombolysin angestellt. Die Resultate sind in 
folgender Tabelle zusammengestellt : 





Tabelle IL. 





Fibrin B°oNAPL ayn gun 3 Te. BTe. 8Te 
ccm 
1. Thrombolysin O,1 Fibrin L® bei 47 D 
inaktiviert 

2, g 0.1 Fibrin '/2 bei 52 y 
3. = 0.1 je : 3" , 56 D new. 
4. r 01 P my Gl D . hee. neg. new. neg. 
5, Normales Fibrin 5 
6. — Fibrin 1" bei 47° D 
'. a oe 5 -F . neg. 
&. ® , A - 56 D ‘“ “ a neg. nev. 
9, a +e... GI 5 4 
10. Thrombolysin 0,1 Normales Fibrin D ; 


Aus dieser Tabelle ist zu ersehen, da das Fibrin bei | ,stiindigem 
Inaktivieren bei 56—61° C soweit veriindert wird, da es weder der 
Autolyse noch der Fibrinolyse durch Thrombolysin zuganglich ist. 
Temperaturen von 46-——51~ scheinen dasselbe in seinen biologischen 
Eigenschaften wenig zu beeinflussen, andererseits wird die Autolyse 
durch diese Temperaturen nicht verhindert. Es erschien daher die 
Konservierung des Fibrins durch Inaktivieren desselben nicht zweck- 
maBig. Der Umstand, daB eine | proz. Carbollésung die Fibrinolyse 
hemmt, veranlaBte uns, dasselbe als Konservierungsmittel zu verwenden. 
Wir sahen aber bald von dessen Verwendung ab, da es sich zeigte, dab 
das Fibrin doch allmahlich an Resistenz einbiiBte. Es war daher not- 
wendig, ein anderes Konservierungsmittel zu finden, das neben Ver- 
hinderung der Autolyse das Fibrin selbst unverindert lift. Teilweise 
konnte dieser Forderung durch Aufbewahrung des Fibrins in gesattigter 
Kochsalzlésung entsprochen werden. Ein darin aufbewahrtes Plasma- 
fibrin halt sich verhaltnismaBig lange konstant, wiihrend das native 
leukocytenhaltige Fibrin schon nach 2—3 Tagen der Autolyse verfallt. 

Als bestes Konservierungsmittel erwies sich jedoch 25 proz. Alkohol. 
In diesem Konservierungsmittel hilt sich das Fibrin monatelang fast 
unverandert, das leukocytenhaltige genau so wie das leukocytenfreie 
Plasmafibrin. Fiigt man dem 25 proz. Alkohol etwas Kochsalz hinzu, 
so tritt im leukocytenhaltigen Fibrin nach lingerer Zeit Autolyse ein, 
ein Beweis, daB der Alkohol weder das Ferment noch das Fibrin ge- 
schidigt hat, 
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Es eriibrigt noch nachzuweisen, daB das in folgenden Versuchen verwendete 
Fibrin tatsachlich mit dem natiirlichen Fibrin sowohl in seinem physikalisch- 
chemischen als mikroskopischen Verhalten iibereinstimmt, so das die dabei ge- 
wonnenen Erfahrungen auch auf das natiirliche Fibrin Anwendung finden kénnen. 
In verdiinnten Alkalien sowie in verdiinnten Saéuren, namentlich Salzsdure quillt es 
auf, wird hyalin, vollkommen durchsichtig, um sich endlich nach einiger Zeit 
ganz aufzulésen. 

Mikroskopisch sieht man das typische Netzwerk des Fibrins, aber keine cel- 
lularen Elemente, an manchen Stellen eine Anhiufung von Calciumsalzen. Es ent- 
sprechen diese Stellen makroskopisch einem Strange des Zylinders, wo sich beim 
Liegen der Réhren die Kalkoxalate ablagern. Gleichzeitig wurde die spezifische 
Weigert-Farbung nachgewiesen. 

Die weiteren Versuche galten der Aufgabe, das Thrombolysin rein 
darzustellen. Die groBe Empfindlichkeit dieses Koérpers sowohl physi- 
kalischen als chemischen Eingriffen gegeniiber erschwerte ungemein 
seine Reindarstellung. Andererseits bildete die Verunreinigung des 
Fibrinautolysates mit vielen anderen zum Teil stark fiebererregenden 
KiweiBkérpern ein Hindernis fiir seine therapeutische Verwendung. 
Nach vielen vergeblichenVersuchen gelang es endlich, durch aufeinander- 
folgende Fallung mit Alkohol, Ammonsulfat und Chlorzink das Thrombo- 
lysin in weitgehend gereinigtem Zustande darzustellen. 

Wird zuviel Alkohol verwendet, so kann das Ferment weitgehend 
geschadigt werden. Halbsattigung mit Kochsalz fiallt das Thrombolysin 
nicht. Im durch Thrombolysin verdauten Teil, ist kein Tvrosin nach- 
weisbar. Es erfolgt nie ein vollkommener Abbau, sondern das Liings- 
produkt enthilt viel koagulables Eiweib*). 

Das Thrombolysin ist nicht dialysabel. Der Dialyseversuch wurde 
folgendermaBen ausgefiihrt : 

Es wurden 3 Becherglaser mit je 20 cem 3 proz. Na FI gefiillt ; in das 
erste Becherglas kam auBerdem 3cem Thrombolysinlésung, von der 
0,2 geniigen, um ein ca. 1 ccm grobes Fibrinstiickchen innerhalb von 
16 Stunden zu lésen; in das zweite Becherglas kam die gleiche Menge 
Thrombolysin. In das erste Becherglas wird ein Pergamentsiickchen 
gesteckt, das einen ca. 2cem grofen Fibrinzylinder in 10 cem 3 proz. 
Nafl-Lésung enthilt, in das zweite und dritte Becherglas wurden gleich- 
grobe Fibrinzylinder zur Kontrolle direkt hineingegeben. Das Ganze 
kam in einen Brutofen mit einer Temperatur von 37 

Nach 24 Stunden war das Fibrin im Becherglas 2 gelést, wahrend 
im Becherglas 1 und 3 noch nach mehreren Tagen keine Lésung eintrat. 
In einem zweiten Versuch wurde Thrombolysin mehrere Tage unter 
der Wasserleitung gewaschen und dann auf seine fibrinolytische Wir- 
kung gepriift. Beide Versuche ergaben, daB Thrombolysin die Pergament- 
membran nicht passieren konnte. 


*) Eine genauere Analyse der Langsprodukte des Fibrins durch Throm- 
bolysin ist im Gange. 
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Folgende Versuche wurden zu dem Zwecke angestellt, um zu sehen, 
wie sich das Thrombolysin, dessen Wirksamkeit bei einer neutralen 
Reaktion des Mediums festgestellt war, bei alkalischer resp. saurer 
Reaktion verhilt. Wie aus folgender Tabelle zu ersehen ist, hindert 
sowohl neutrale als alkalische Reaktion die Fibrinolyse. Schon kleine 
Alkali- resp. Siuremengen verlangsamen die Fibrinolyse. Die hemmende 
Wirkung der Siuren dirfte zum Teil auf die Koagulation des Thrombo- 
lysins durch die Saure zuriickzufiihren sein. 


Tabelle IV. 





Lésungsmittel Temp. 24Std. 48 Std. 3Tg. 57x. 


1.5°/, Essigs. 3ett. Thrombolysin 5em10°/) NaCl 37 
S. . _ ‘ ys LY fa 
2. 10 .. a es he - 
4. As 12 - ts 37 — 
D. A. iM y we 37 - 
6. 4°/, NaCO, 3 ,, os 4 37 _ 
i | —- - Ps + — j 
8. he 8. * s 37‘ CS 
9. a i. " ‘9 37° 
ET Ye vs : 37° 
11."/-NaOH 4 ,, .. a ig 
13. “ > » " bb ie 
13. - 10. ee ‘i 37 
14.°/,9-HCI 7 a ef = 
i cae 5 a a 37 
roe 10°... i is 37 
i & oneal - 37 + 
18. — ‘i oa Si* 


*) Das Fibrin quillt auf, wird Nejalin und lést sich endlich. 


Aus dieser Tabelle ist zu ersehen, daB die Wirkung des Thrombo- 
lysins schon durch kleine Alkali- und Siuremengen gehemmt wird. 
In Eprouvette VIII und IX wird die Hemmung des Alkali offenbar 
durch seine Quellung erzeugende Wirkung paralysiert. In den meisten 
Eprouvetten tritt nach Hinzufiigen der Saure resp. des Alkali eine 
Triibung auf, wobei die durch die Siure erzeugte Fallung starker ist. 

Die optimale Wirkung des Thrombolysins liegt zwischen 34—38 
Kine héhere Temperatur hemmt die Fibrinolyse und zerstért allmahlich 
das Ferment. Bei Zimmertemperatur dauert die Fibrinolyse ungefahr 
zweimal so lange als bei Brutofentemperatur. Die fiir die Fibrinolyse 
notwendige Zeit steht in einer gewissen Proportion zu den verwendeten 
Mengen von Fibrin und Thrombolysin. Diese Beobachtung gilt nur 
innerhalb gewisser Grenzen. Auch bei Verwendung grober Mengen 
Thrombolysin gelingt es nicht, die fibrinolytische Dauer unterhalb eines 
gewissen ZeitmaBbes abzukiirzen., 
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Tabelle V. 

















Thrombolysin | Pl-Fibrin | Lésungs- bei 52° bei Laboratoriumtemperatur 
ecm | ecm mite 7h ish 16h Ash 37g. 4 Tg. 
4 2 + 
2 x 9 
3 2 9 
4 2 
h. 1/, 3 
6. ay, 2 
7. /. 2 : 
8. Ai 2 - 
. Kontrolle 2 








Aus dieser Tabelle ist zu ersehen, daS bei zunehmender Thrombo- 
lysinmenge die fibrinolytische Dauer entsprecnend verkiirzt ist. Man 
kann demnach sagen, da innerhalb gewisser Grenzen die fibrinolytische 
Dauer der Thrombolysinmenge umgekehrt proportional ist. 

Im Versuch 6 wurden verschiedene Fibrinmengen bei derselben 
Thrombolysinmenge verwendet. Wie aus Tabelle VI zu ersehen ist, 
hestehen auch hier Beziehungen zwischen der fibrinolytischen Dauer 
und der aufgewendeten Fibrinmenge. Dieselbe Tabelle zeigt gleich- 
zeitig, da} die fibrinolytische Dauer der verwendeten Fibrinmenge nicht 
einfach proportional ist, sondern daB hier noch ein zweiter Faktor 
maBgebend sein mu. Dieser Faktor ist, wie Versuch 7 zeigt, die Ober- 
flache des zu verdauenden Fibrins. Je gréBer die Oberfliche des Fibrins 
ist, desto rascher wird es verdaut. Um das zu beweisen, werden 6 gleich 
groBe Fibrinzylinder zugeschnitten. Der zweite Zylinder wird in 2, der 
dritte in 4, der vierte in 6, der fiinfte in 8, der sechste in 16 gleich groBe 
Teile geteilt, so daB bei derselben Fibrinmenge verschieden groBe Ober- 
flichen erzielt werden. Wie aus der Tabelle VII zu ersehen ist, ist die 
fibrinolytische Dauer der Oberflaiche umgekehrt proportional. 


Tabelle VI. 





Fibrin 


‘cnen Lésungsmittel Temp. 6h jh 8h | 8th 


1. Thrombolysin 3 cem 10 32 Na Fl. 5cem 37 ra 
2. - or 7,5 i 37 t + 
3. 5 Me 37° | 
4. . 2,0 ‘4 37° { + 
h, = 23 1,5 re 37° +4. + t 
bi, ‘és ai 0,5 e 37 a , 
si 0,25 fi 37° + 


8, Kontrolle i 05 3 37 | 
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Tabelle VII 





Plasmar 
fibrin Geteilt in Temp. { 5 6h 6 
ecm 
1. Thrombolysin 1 cem If, 1 Teil 37 
ys 4 i Wf 2 'Teile 37 
3. l/, 3 37 
4. 1/, 4 37 
D. - i Mie 8 37 
6. Kontrolle af, 16 37 


Aus Tabelle VI ist demnach zu ersehen, da} bei derselben Thrombo- 
lysinmenge die fibrinolytische Dauer der Fibrinmenge direkt pro- 
portional ist. 

Tabelle VIL zeigt, daB bei ein und derselben Thrombolysin- und 
Fibrinmenge die fibrinolytische Dauer im Verhialtnis zur Zunahme der 
Fibrinoberfliche entsprechend abgekiirzt ist. Bezeichnen wir die 
Thrombolysinmenge mit #, die Fibrinmenge mit F und die Fibrin- 
oberfliche mit O und die fibrinolytische Dauer mit 7’, so kann man diese 


’ 


k.k 
Beobachtungen durch die Formel T = OR ausdriicken. 


Es sei betont, da die Tabellen V, VI und VII als Resultierende 
mehrerer gleichartiger Versuche aufzufassen sind, die untereinander 
selbstverstiindlich unwesentliche Abweichungen aufwiesen. 

Das Ziel obiger Untersuchungen war, ein fibrinolytisches Agens 
darzustellen, das durch Beschleunigung der Fibrinolyse die Organi- 
sierung des Fibrins bei jenen entziindlichen Prozessen verhindern soll, 
wo dessen bindegewebige Organisation zu einer erheblichen Funktions- 
einschrinkung gewisser lebenswichtiger Organe fiihrt, wie z. B. bei der 
Pleuritis, Perikarditis, Endokarditis u.a. mehr. Es war daher not- 
wendig, sich zuerst zu orientieren, inwiefern sich obige Versuchsresultate 
auf das Gebiet der menschlichen Pathologie iibertragen lassen, ob die 
auf das kiinstliche Pferdefibrin festgestellten Wirkungen des Throm bo- 
lysins auch auf das bei Entziindungen entstehende Fibrin zu erhalten sind. 

Ein solches Fibrin laBt sich steril aus menschlichen Exsudaten ge- 
winnen. Wird ein steril entnommenes frisches Pleuraexsudat stehen 
gelassen, so scheidet sich bald ein ziemlich massiges Fibrin ab, das nun 
herausgefischt und in zwei Halften geteilt wird. Die eine Hilfte wird 
unter der Wasserleitung 24 Stunden wie das Pferdefibrin gewaschen 
und zum Teil der Autolyse in 3 proz. Na Fl ohne Fermentzusatz, zum 
Teil in 3proz. Na Fl +- Thrombolysin ausgesetzt. Die zweite Hilfte 
wird in 3 Teile geteilt. Der eine Teil wird in ungewaschenem Zustande 
in eine Eprouvette mit 3 proz. NaFl, der zweite Teil in 3 proz. NaF 
Thrombolysin, der dritte Teil in 3 proz. NaFl + Thrombolysin -+- 4 cem 
Exsudat gegeben. Zur Kontrolle werden noch zwei Eprouvetten mit 
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Pferdefibrin in 3 proz. NaFl mit und ohne Thrombolysin aufgestellt. 
In einer Eprouvette endlich befindet sich Pferdefibrin in 3 proz. NaF 

1 cem Exsudat. Wie aus Tabelle VIII zu ersehen ist, tritt die Fibrino- 
lyse des gewaschenen Exsudatfibrins durch Thrombolysin ungefahr zur 
selben Zeit ein wie die Fibrinolyse des Pferdefibrins + Thrombolysin. 
Die Fibrinolyse des ungewaschenen Fibrins sowie die Fibrinolyse bei 
Exsudatzusatz ist wohl verzégert, aber nicht aufgehoben. Die Autolyse 
des gewaschenen Exsudatfibrins ohne Exsudatzusatz und bei Abwesen- 
heit von Thrombolysin tritt friiher ein als die Autolyse des Pferde- 
fibrins + Exsudat. 


Tabelle IX. 





Fibrin Is Std. 48 Std. 4Tg. 8Tg. 


1. Thrombolysin 0,3 5ecm 3°/, Na Fl. Menschl. Exsudatfibr. 


2 s Gewaschen 
3. Thrombolysin 0,3 “ Exsudatfibrin 
4. Thrombolysin 0,3 o Ungewaschen _ j - 


und Exsudat 0,3 


5. _ 


6. Thrombolysin 0,3 pa Pferdefibrin } 4 


pa 
‘. 99 ” 


8. Thrombolysin 0,3 e _ 
Exsudat 03 


Aus dieser Tabelle ist zu ersehen, daB auch das menschliche Fibrin 
durch das Thrombolysin gelést werden kann und da die Hemmung 
durch das Exsudat einer Verz6gerung der Fibrinlésung gleichzusetzen ist. 

In weiteren Versuchen wurde das menschliche Fibrin durch eine 
Venenpunktion gewonnen, gewaschen und dann der Autolyse in Koch- 
salzlésung ausgesetzt. Es gelang so ein fermenthaltiges Autolysat zu 
gewinnen, das genau so wie das Autolysat des Pferdefibrins fibrino- 
lytisch wirkte und durch 0,4 proz. Na,CO,-Lésung gehemmt wurde. 

Uber die klinischen Erfahrungen iiber Thrombolysin soll noch an 
anderer Stelle ausfiihrlich berichtet werden. Hier sei nur kurz erwahnt, 
daB, nachdem die vollkommene Unschidlichkeit des Praparates im Tier- 
versuch festgestellt war, zur therapeutischen Anwendung bei Menschen 
iibergegangen worden ist. Es wurde das Priaparat bei verschiedenen 
pathologischen Prozessen verwendet, woriiber demniachst ausfiihrlich 
berichtet werden soll. 


Zusammenfassung. 


1. Die fibrinolytische Substanz (,,Thrombolysin‘*) ist durch Alkohol 
und durch Ammonsulfat und Chlorzink fillbar. 

2. Sie ist nicht dialysabel. 
Das Optimum ihrer Wirksamkeit liegt ungefahr bei 37 
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4. Temperaturen von 46—48 schadigen die Substanz und_ be- 
wirken bei neutraler, alkalischer und saurer Reaktion eine Gerinnung 
derselben zu einer gelatinédsen Masse. Unter gewissen Umstinden wie 
z. B. bei Anwesenheit von Salzen und einer bestimmten Verdiinnung 
tritt keine Gerinnung zu einer gelatindsen Masse, sondern eine Aus- 
flockung ein. 

5. Diese gelatindse Masse ist in SaéuretiberschuB léslich. 

6. Die optimale Wirkung des Thrombolysins liegt bei neutraler 
Reaktion. 

7. Bei derselben Fibrinmenge und Thrombolysinmenge ist die 
fibrinolytische Dauer umgekehrt proportional der Fibrinoberfliche. 

8. Bei derselben Thrombolysinmenge ist die fibrinolytische Ge- 
schwindigkeit umgekehrt proportional der Fibrinmenge. 

9. Bei derselben Fibrinmenge und Oberflache ist die fibrinolytische 
Ge-chwindigkeit direkt proportional der Trombolysinmenge. 

10. Auch das menschliche Fibrin verhalt sich dem Thrombolysin 
gegeniiber genau so wie das Pferdefibrin, so dab alle bei Pferdefibrin 
gewonnenen Resultate fiir das menschliche Fibrin Geltung haben. 

11. Exsudat von Tuberkulésen verz6gern wohl sehr stark die Fibri- 
nolyse, verhindern sie aber nicht, wenn geniigend Thrombolysin zu- 
gefiihrt wird. 

12. Auch bei zu viel Calcium wird die Gerinnung verzégert resp. verhin- 
dert. Dies steht in Ubereinstimmung mit den Befunden von E. Freund. 

13. Ein kleiner CberschuB an Calciumsalzen setzt die Elastizitat 
des Fibringerinnsels herab; es tritt keine Retraktion ein, 

14. Bei kleiner Calciumvermehrung ist das Gerinnsel voluminoser ; 
es verfallt auch leichter der Autolyse. 

15. Das bei 45° und 50° inaktivierte Fibrin ist weniger resistent 
als ein in 25 proz. Alkohol aufbewahrtes. 

16. Bei 57—62° andert das Fibrin seine physikalischen Eigenschaften ; 
es ist weder durch Salzlésungen noch durch Thrombolysin léslich. 

17. Als bestes Konservierungsmittel fiir das Fibrin erwies sich 
25 proz. Alkohol. 

18. 25 proz. Alkohol andert praktisch das Fibrin gar nicht, so dal 
dieses als Indicator bei Autolyseversuchen verwendet werden kann. 

19. Es gelang auch im Autolysat des menschlichen Fibrins ein 
Ferment vom Thrombolysincharakter nachzuweisen. 


Literatur. 
1) M. Rosenmann, Diese Zeitschr. 112, H. 1—3. 8. 98— 112. — 2) FE. Freund, 
Wien. med. Jahrb. I888 u. I889. *)Artusund Pages, refer. in Maly Jahrb. f. 
Tierchem. 1891.  E. Frank, Berl. klin. Wochenschr. 1915, Nr. 19 


*) E. Glanzmann, Jahrb. f. Kinderheilk. 88. 1—41. 


































Uber Harnkolloide 
und ihre Bestimmung nach der Goldzahlinethode. 





Von 
B. Ottenstein. 


(Aus dem Laboratorium des Biirgerhospitals, Stuttgart.) 


(Eingegangen am 19. Dezember 1921.) 


Wenn urspriinglich Graham, der Begriinder der Kolloidchemie, 
als Hauptcharakteristicum der kolloiden Stoffe die Eigenschaft fest- 
gelegt hat, daB solche Systeme durch Membrane tierischer oder pflanz- 
licher Herkunft nicht hindurchdiffundieren, so besteht Veranlassung 
diese Eigenschaft dahin zu erweitern, daB den Kolloiden nur geringe 
Diffusionsfihigkeit zukommt, ja, da unter Umstiinden sogar 
erhebliche Mengen selbst typischer Kolloide Membrane zu_passieren 
imstande sind. 





Zangger') hat in seiner grundlegenden Arbeit ,,Uber Membranen und Mem- 
branfunktionen* auf die Ursache der selektiven Permeabilitaét der Membranen 
hingewiesen. Spiro?) zeigte, daB Eieralbumin und Hiamoglobin Leimschichten 
durchwandern, Arrhenius und Madson’), Flexner und Noguchi‘), Mayer- 
hofer und Pribram®) stellten fest, daB alle méglichen Immunkorper Gelatine, 
Agar, die tote Darmwand und andere Kolloidhiute passieren kénnen. A. Gut- 
bier®) und J. Huber*®) und deren Mitarbeiter haben in einer groBen Reihe von 
systematischen Untersuchungen der physikalisch-chemischen Eigenschaften von 
Pflanzenschleimen und Extrakten tierischer Herkunft die Verainderungen solcher 
natiirlicher Kolloide durch Dialyse festgestellt. In seinem Werk ,,Uber die phy- 
sikalische Chemie der Zelle‘‘ bringt H6ber’) eine ausfiihrliche Darstellung dieser 
komplizierten Vorgiinge. 

Wenn sich im Harn kolloide Stoffe vorfinden, so miissen naturgemaB 
auch diese durch Membranen hindurchgewandert sein, in erster Linie 
durch die Membranen der Nierenepithelien, da ja der Harn ein ,,Ex- 
kret‘‘ der Niere ist. 

Es gelingt verhiltnismaBig einfach, eine Reihe adialysabler Stoffe aus dem 
Harn zu isolieren, und zwar durch verschiedene Methoden: durch Dialyse nach 
Hofmeister und seinen Schiilern’), durch Fallung mit Alkohol [Salkowski’)], 
durch Ausschiittelung mit Benzin [Lichtwitz und Resenbach")]. Auf diese 
Weise wurden gewonnen: Mucin [Mérner!!)], Glykogen [Baisch')] und ein 
stickstoffhaltiges Kohlenhydrat (nach Analysen von Sal kowski). 
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In den letzten Jahren hat man der quantitativen Bestimmung der 
Harnkolloide, resp. ihrer pathologischen Vermehrung besonderes Inter- 
esse geschenkt. 

Da die Darstellung aus der gesamten Urinmenge fiir klinische Untersuchungen 
nicht zweckmaBig erschien, arbeiteten Bechhold und Schemensky") eine 
stalagmometrische Methode aus, die, von Pribram und Eigenberger") ver- 
bessert, bereits an zahlreichen pathologischen Harnen angewendet wurde. 
Diese Arbeiten gehen wieder auf die grundlegenden Versuche von Traube und 
Blumenthal’’) und v Posner’) zuriick, die ebenso wie Joel’) Viscositats- 
messungen an Harnen ‘ornahmen. 

Eine sich auf ganz a idere Prinzipien griindende quantitative Charakterisierung 
von Kolloiden beruht auf der von Zsigmondy angegebenen Methode der ,,Gold- 
zahlbestimmung’*. Das Verfahren besteht darin, daB den meisten natiirlichen 
Emulsoiden die Eigenschaft zukommt, in Vermischung mit anorganischen Solen 
durch Zustandsiinderungen, insbesondere deren Koagulation, weitgehend zu _ be- 
einflussen. Der Grad der schiitzenden Wirksamkeit eines Emulsoids in bezug auf 
ein anorganisches Sol wird nach Zsigmondy durch die Goldzahl ausgedriickt. 
Man versteht unter der Goldzahl eines Kolloids diejenige Anzahl von Milligrammen 
desselben, welche nicht mehr imstande ist, 10 ccm eines hochroten Goldsols von 
0,0053—0,0058°, Metallgehalt vor der koagulierenden Wirkung (Farbenumschlag 
nach Violett) von 1 cem einer Chlornatriumlésung (100 NaCl auf 900 ccm H,O) 
zu schiitzen. Dabei mu®B der Umschlag von Rot nach Violett sofort oder innerhalb 
kurzer Zeit erfolgen. 


Uber Versuche, die sich mit der quantitativen Bestimmung von 
Harnkolloiden an deren Schutzwirkung gemessen, beschiftigen, haben 
bereits Lichtwitz und Rosenbach's) berichtet. Sie fanden, daB bei 
normalen Urinen die Schutzwirkung der Harnkolloide summarisch ge- 
rechnet gr6Ber ist als von Gummi arabicum, (Goldzahl 0,15—0,25 mg) 
aber kleiner als die von Traganth (Goldzahl etwa 2 mg). Gleichzeitig 
stellen Lichtwitz und Rosenbach, sowie Savaré, Ebbeke und 
Schemensky fest, daB bei verschiedenartigsten Erkrankungen, wie 
Pneumonie, Eklampsie, Nephrosen, Nephritiden, Cercinom, Ikterus, 
Tuberkulose, Schwangerschaft eine auffallende Vermehrung der kolloi- 
den Stoffe im Harn stattfindet, die Bechhold und Reiner'') auf eine 
erhéhte Absonderung von Albumosen, Peptonen und Oxyproteinsiuren 
zuriickfiihren. 

Es erschien mir nun interessant zu untersuchen, ob sich mit Hilfe 
der Goldzahlmethode in den Harnen von Kranken eine quantitative 
Verschiedenheit der Harnkolloide feststellen lie}, und ob fiir die Art 
der Erkrankung ein gewisses Ma®B von Harnkolloiden spezifisch ist. 


I. Methodik. 


Die in 24 Stunden ausgeschiedene Harnmenge wurde gesammelt. 
Ich untersuchte einen Teil nach den bekannten Methoden auf Gehalt 
an EiweifB, Zucker und Formbestandteilen und unterwarf einen anderen 
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Teil (etwa 80 cem) unter Zusatz einiger Tropfen Chloroform in Schlei- 
cher-Schiillschen Hiilsen der Dialyse gegen Wasser. 

Kine moéglichst quantitative Entfernung aller im Harn enthaltenen 
Elektrolyte erschien uns fiir die nachfolgende Goldzahlbestimmung von 
hesonderer Wichtigkeit, da ja das zur Bestimmung benétigte rote 
Goldsol gegen Elektrolyte besonders empfindlich und immer mit einer 
ganz bestimmten Elektrolytmenge (Kochsalzlésung) zusammen = zu 
bringen ist. Wenn die von mir gefundenen Goldzahlen der Harnkolloide 
sich von den Werten unterscheiden, die Licht witz und Rosenbach!s) 
gefunden haben, so fiihre ich das darauf zuriick, daB die beiden Autoren 
zum Teil mit undialysierten Harnen gearbeitet haben und dal somit 
die gefundenen Werte weitgehend durch die Harnelektrolyte beeinflubt 
waren. (Lichtwitz und Rosenbach geben der Einfachheit halber die 
Goldzahl nur in Kubikzentimetern der bei der Bestimmung angewendeten 
Urinmenge an.) 

Das Bestreben, die Dialyse in méglichst kurzer Zeit vollstandig 
durchzufiihren, fiihrte A. Gutbier, J. Huber und W. Schieber zur 
Konstruktion eines kleinen ,,Schnelldialysiersystems**, das auch fiir 
serologische Arbeiten u. a. gut zu verwenden ist, und das von den ge- 
nannten Forschern demnichst beschrieben werden wird. 

Bei Verwendung dieser Dialysieranordnung konnte ich nachweisen, 
da nach 24 Stunden simtliche Elektrolyte entfernt waren. Das auf 
ein kleines Volumen eingeengte letzte AuBenwasser zeigte nach dieser 
Zeit keine Reaktion mehr auf Chlor-, Sulfat- und Phosphation. Bei 
ruhenden Dialysierhiilsen oder -Schliuchen dagegen mubte mehrere 
Tage lang dialysiert werden, um zu gleichen Ergebnissen zu gelangen. 
Dabei bringt die neue Dialysiermethode noch den groBen Vorteil mit 
sich, daB bei Einhaltung gleicher Niveauhéhe von Dialysat und Dia- 
lysierwasser keine Volumenvergr6Berung des Dialysates stattfindet, im 
Gegensatz zur ruhenden Dialyse, die, wie von A. Gutbier, J. Huber 
und Mitarbeitern einwandfrei nachgewiesen worden ist, immer mit einer 
erheblichen Verdiinnung verbunden ist. Das elektrolytfreie Dialysat 
wird sofort zur Bestimmung der Goldzahl verwendet. Ich arbeitete 
dabei genau nach der Vorschrift von Zsigmondy. 

Es bereitet einige Schwierigkeiten, das hochempfindliche rote Goldsol 
herzustellen. Peinlichste Sauberkeit aller beniitzten GefaiBe und vor 
allem reinstes, doppelt destilliertes Wasser sind Grundbedingungen, um 


nicht schon von vornherein blaustichiges Goldsol zu erhalten. 120 ccm 
des doppelt destillierten Wassers werden zum Sieden erhitzt und 
wihrend des Erwarmens mit 2,5 cem einer 0,6 proz. Goldchloridlésung 
vermischt. Man neutralisiert mit 1—3 ccm einer 2,4 proz. Lésung von 
Kaliumearbonat und fiigt nach dem Aufkochen unter lebhaftem Um- 
schiitteln 3. cem einer verdiinnten Formaldehydlésung (0,3 ccm Formol 
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auf L00cem Wasser) hinzu. Man beobachtet zunichst Farbenumschlag 
nach blaBrosa, bis schlieBlich in wenigen Minuten ein dunkelroter 
Farbenton auftritt, der sich nicht mehr veriindert. 

Statt der von Zsigmondy vorgeschriebenen 10 proz. Kochsalz- 
lésung habe ich es fiir diese Untersuchungen zweckmabiger gefunden, 
eine 4proz. zu verwenden. 

Ich empfehle dann weiter folgendermaBen zu verfahren: Man gibt 
in eine Reihe von sterilen Reagiergiasern 1, 2, 3, 4cem usw. des dia- 
lysierten Harnes und laBt in jedes Glas 2,5 cem des roten Goldsols zu- 
flieBen. Dann schiittelt man kriftig durch und laBt 3 Minuten stehen. 
Nach dieser Zeit fiigt man zu jeder Mischung je | cem der 4 proz. Na- 
triumehloridlésung zu. Durch systematisches Gabeln zwischen den 
Mischungen, bei denen sicher kein Farbenumschlag und sicher ein solcher 
stattgefunden hat, lat sich dann mit grober Genauigkeit diejenige 
Menge von Harnkolloiden finden, die gerade noch ausreicht, den Um- 
schlag nach Violett zu verhindern. Die endgiiltige Ablesung erfolgt 
nach 2 Stunden. 

Die Berechnung der Goldzahl erfolgt in der Weise, daB der Prozent- 
gehalt des dialysierten Harnes an kolloiden Stoffen durch Eindampfen 
von 50 cem des Dialysates auf dem Wasserbad bestimmt wird. Die 
Multiplikation der verbrauchten Kubikzentimeter mit den in | cem 
vorhandenen Milligrammen von Kolloidsubstanz ergibt unmittelbar 
die Goldzahl. 

Die in nachfolgenden Tabellen zusammengestellten Versuchsergeb- 
nisse stellen Mittelwerte dar von 3—4 Bestimmungen, die an unmittel- 
bar aufeinanderfolgenden Tagen gemacht wurden. 

Zur Untersuchung gelangten Normalurine unter Beriicksichtigung 
der Kost, Urine von Tuberkulésen, Carcinom-, Basedow-, Pneumonie-, 
Asthmakranken, bei Arthritis, bei Melancholie, Dementia praecox, bei 
Epilepsie, bei Paralyse und Psychopathie. 


II. Spezieller Teil. 


Tabelle I. 





Krankheits- Menge Spez. . . , . Verbr. Harn Gate Besondere 
fall or = Reaktion Kiweib Zucker com — Bemerkungen 

1. K., Normal-|1500 1014| — sauer —| 20 | 692 
urin. 1700 1015| neutr. -- - 1,5 5.19 
700? 1016 . — 1,0 3,46 

1540 1016 - —_ — 1,5 5,19 

2. Dr., (1125 1026; amph. —_ a 1.0 3,46 
Normalurin. 11300 1024 « — 1.5 5.19 


1000 1027 4 _ — 20 6.92 
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Tabelle I (Fortsetzung). 





é : Gold- 
—* Menge nipltag Reaktion Kiwei8 Zucker Verbr. Harn sahil in Besondere 
a cine ew. pre ng Bemerkungen 
3. Bott. 670 | 1020 schw-sauer -— l 3,60 
Tb. pulm. 720 | 1027 alk. - ~- 0,6 2,16 
550 | 1024 + — _ l 3,60 
600 | 1025 te -- 0,6 2,16 


Wiederholung dieses Versuches bei gleichzeitiger Bestimmung des 
N-Gehaltes im Dialysat und Bestimmung der Goldzahl im filtrierten 
und unfiltrierten dialysierten Urin (durch Kieselgur filtriert) 


500 | 1020 alk. | 0,3 1,08 N-Geh. 46.3 me", 
fiite:=6° | 21,6 
470 1019 E — _ 0,5 1,80 47,7 mg °/, 
filtr.=6 | 21,6 
390 1019, — |: oe 1,08 51,9 mg, 
filtr.=6 | 21,6 
4. Mang., 270? 1012 Spuren 0,1 0,36 Sedim.: Leuk. 
Haut- und gran. Zyl., Tri- 
Knochen-Tb. pelphosphate 
390? 1012 E oe 0,1 0,36 dg. 
5. Walz., 950 1015 a m — 1 3,60 Leuk. Urate 
Tb. pulm. 
6. Sta., 1900 1017 1 Kuppe | —_ kleiner als <0,36 Leuk. 
Coxit. Tb. Kiw. 0,1 
7. Schw., 1100 1008  neutr. ger. 2 4,50 
Ca. mami, Spuren 
| 1100 | 1010 z “i _ 3 6,75 
1100 1009 “a -- _ 3 6,75 
1000 | 1005 Ye —_— —_ 2 4.50 
8. Fi. 1390 1010 = | 2,25 
Ca. ventr. 1450 | 1012 : ] 2,25 
1300 1012 a 1 2,25 
1100 1010 1 2,25 
9. H.., 1010 (1015 stark alk. 0,4 0,64 mit Selen-Sol 
Ca. ventr. | 800 | 1016 alk. 2,0 3,20, gespr. 
1320 1017 sy — - I 1,60 
1360 1016 ~ — 0,2 (0),.32 
10. Hut., 475 1019 ~~ sauer -- | 6 20,80 Pat. bekamandsn. 
Arthrit. def. 310 1021. neutr. 5 17,00 Tagen Atophan 
(chr. Gicht) 460 1018 — sauer oo 7 24,20 
450 | 1019 be — 7 | 24,20 





Wiederholung des Versuches mit Beriicksichtigung des Stickstoffgehalts 
im Dialysat u. Bestimmung der Goldzahl im filtrierten u. unfiltrierten Urin 





if 510 1014) schw. | | 2,0 6,80 N-Best. 63,8 mg” , 
i alk. filtr.=6,0 20,8 
i 510 1020 alk. — — | 0,6 2,04 106 meg °/, 
filtr.—6,0| 20.8 | 
i 370 |1020, alk. ~ — | 06 | 2,04 90,7 mg’, 
if filtr.=6,0| 20,8 
A Patient bekam an diesen Tagen kein Atophan Sed. o. B. 
. 11. Pf., Base- 1870|1012| alk. —- |— 1 2,80 
dow ? retrost. 1600 | 1011 | — 0,5 1,40 
Tumor. 1550 | 1012 ‘i _ 0,6 1,68 
550 | 1009 o . — 0,5 1,40 
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Tabelle | (Fortsetzung). 
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Krankheits- Menge Spez. 


fall ccm | Ge¥- Reaktion Eiweil 
12. Kia., 1550 1010 alk. 
Pneumon. in 1770 1012 " 
resol. 1420 1009 
1450 | 1012 a 
1410 1012 és -- 
13. Schill., 2300 1010  neutr. ver. 
Asthma Spuren 
bronch. 2300 | 1009 schw. alk. 
1050 1006 neutr. 
1200 1011 amphot. 
1250 1013 alk. ~_ 
14. Ko., 1500 1012) schw. | Triibung 
Senium. sauer 
1540 1011 alk. Triibung 
950 1010 “ min, 
Spuren 
15. K&., 1500, 1014 schw. 
Senium. sauer 
1700 1015 ~ neutr. 
1540 1016 e = 
16. Hii, 1800 1010 ~~ sauer 
Melanch. 2020 1017 
1750 1015 
1750 1015 
1750 1015 
1750 1017 = 
17. Helf., | 2100/1013 = - 
Melanch. 1500 1020 ni 
1400 1014 — 
1000 1015 
1400 1014 
2000 1012 " 
18. Lins., | 1400 1019 alk. _ 
Dem. praec. 2000 1015 a 
1300 1018 
2000 1013 
1500 1018 % 
19. Kai., 30001012) schw. 
Dem. praec. sauer 
2000 1020 schw. — 
sauer 
3000 1016; schw. 
sauer 
3000 1014' schw. 
sauer 
20. Fr., 1100 1019) neutr. | 


Katatonie. 


Zucker 


Verbr. Harn 


ecm 


m OOO De 
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Ooo 


bo 
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tr in or Sr 
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Se 


1,0 
4.0? 
7,0? 


2,0 


Gold- 
zabl in 


Besondere 


mg Bemerkungen 


16.80 
2.80 
11,2 
22,4 
16.8 
16.80 bekommt Cale. 
Priip. 
2,80 


‘22,40 


13,40 


*22,40 


3,46 


3,46 
1,73 


6,92 


5,10 

5,10 

6,50 Gemiisetag 
6,50 

9,10 : 

5.20 Fleischzulage 
5,20 " 

3.90 

6,50 Gemiisetag 
9,10 

7.80 

3,90 Fleischzulage 
3,90 , 

2,60 ‘a 

6,50 Gemiisetag 
6.50 si 

2,60 Fleischzulage 
2.60 

5,20 

? 60 


2.69 
10,4? 
18,2? 


5,20 


Konnte nicht weiter verfolgt werden, da Patientin Urin unter sich lie® 


21. G1., 1800 1014 neutr. — 
Kpilepsie. 1700 1014 — schw. min. 
sauer Spuren 
7 
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2.0 
2.0 


5,20 
5,20 


26 
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Ill. Zusammenfassung. 


Zusammenfassend 1aBt sich sagen: 
1. In normalen Urinen wurde gefunden, daB die Goldzahl zwischen 7,0 und 


3,5 mg 


betrigt, unabhingig von der Konzentration und Reaktion der Urine. 


2. Bei Tuberkulose war die Goldzahl etwas geringer. Also waren reichlicher 





kolloide Stoffe im Harn enthalten, besonders bei den Fallen 4 und 6 (Haut- und 
Knochentuberkulose und Coxitis Tbe.). Beziiglich Fall 4 (Goldzahl 0,36) ist zu 
bemerken, da8 trotz des relativ hohen Gehalts des Harns an Kolloiden Tripel- 
phosphate ausgefallen, ebenso wie bei Fall 5 bei einer Goldzahl von 3,6 Urate im 
Sediment nachweisbar waren. Dadurch wird die Annahme von Lichtwitz be- 
statigt, daB zwischen Sedimentbildung und Goldzahl keine Beziehung zu bestehen 
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Krankheits- iMenge Spes Reabktion Eiwei8 |Zacker Verbr. Harn gt Besondere 
fall Das Gew. aoe bee Bemerkungen 
22. Schw., 700 1017 alk. 2.0 3,60 Pat. wurde mit 
Epilepsie. 40 1022 i 2.0 9,60 Caseosan gespr. 
600 1020 — saner 0.6 1.68 
600 1022 neutr. “+ 1,0 2,80 
23. Griin., | 1500 1019 alk. 0.5 1,40 
Epil.? Alko- 1650 1012 a 3.0 8,40 
holismus. 1650 | 1012 5.0 14,00 
1200 1017 a 5,0 14,00 
24. Ortl., 1050 ' 1020 neutr. 3.0 10.50 
Progr. Paral. 1160! 1016 os min. 2.0 7.00 
| Spuren 
1400/1019  neutr. — 1.0 3,50 
1100/1012 sauer 1.5 5,25 
25. Schan.,| 750/1027  neutr. 1,0 3,50 
Progr. Paral. 1100} 1012 alk. 1,0 3,50 
900/1027 — neutr. 0.5 1,75 
26. Ha., 1300/1009 — schw. 3,0 10,50 
Multipl. sauer 
Skler. Hyst. 1500 1007 alk. _- 3,0 10,50 
1200 1008 * 2.0 7,00 
1200 1007 , 2,0 7,00 
Ae 1400 | 1016 | — 5,0 13,00 
Psyehopathie 1500! 1012} 3,0 7,80 
1700 1015 | 4,0 10,40 
1500 1015} — 20 5,20 
28. M it., 8201024] = sauer 5,0 13,00 
Psychopathie 900! 1019 |schw. alk. 5,0 13,00 
700 1019} = schw. as 4.0 10.40 
sauer 
20. Kui. 1600 1015 alk. > 8 ‘20,84 Sed.: Harnsaure 
Psychopathie 1350 1016 - min. 6 15,60 Salze (Stechapfel- 
Spuren form) 
1590 1018 a a - 5 13,00 
30. Gro., Psy-| 00/1021}  sauer pos. 9,0 23,40 Sed.: Reichlich 
chasthenie m. 950) 1022 " pos. 10,0 26,00 Phosphate 
orthostatisch. 1140 | 1024 ig Spuren 2.0 5,20 Reichl. — Fleiseh- 
Albuminurie., 910) 1026 Ra _ — 6,0 15,60 zulage 
680 | 1024 alk. Spuren 4.0 20,40 
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scheint und daf}§ Urine, die sedimentieren, oft eine vorziigliche Schutzwirkung auf 
weisen, oft aber im Verhaltnis zu ihrer Konzentration sehr wenig Schutzkolloide 
besitzen, und mitunter selbst im dialysierten Zustand die Ausfillung der Gold- 
lésung iiberhaupt nicht verhindern kénnen. 

3. Bei Carcinomkranken lieB sich nur in einem Fall von Magencarcinom eine 
Erhéhung der Harnkolloide nachweisen, jedoch mu8B bemerkt werden, da dieser 
Patient intravenése Einspritzungen anorganischer, durch Pflanzenschleim geschiitz- 
ter, nach dem Verfahren von A. Gutbier und J. Huber bereiteten Kolloide bekam. 

4. Wenig Klarheit besteht bei Fall 10. Der Pat. steht seit langen Jahren 
wegen Gicht in Behandlung. Die Goldzahl war in der ersten Zeit eine sehr hohe 
(20,0). Der Pat. machte an diesen Tagen eine Atophankur durch, nach deren Be 
endigung eine Wiederholung der Bestimmungen normale Werte fiir die Goldzahlergab. 

5. Auch eine Reibe anderer Falle Pneumonie in Lésung, Basedow ?, Asthma 
bronchiale ergaben ungleiche Werte. 

6. Von dem Gedanken ausgehend, daB im Alter eine andere Beschaffenheit 
der Urinbestandteile vorhanden sein kénnte, untersuchte ich auch Urine 70 jahrige: 
gesunder Patienten, fand aber keine Unterschiede hinsichtlich der Harnkolloide 
gegeniiber von jiingeren Personen. 

7. Die Untersuchung der Harne von Geisteskranken ergab keine nennens- 
werten Differenzen. Bei drei Patienten wurde der Einflu8 der Nahrung beobachtet 
und nach Fleischtagen eine geringe ErhOhung der Kolloidausscheidung gefunden. 

Merkwiirdigerweise blieb bei einem Epileptiker, der mit Caseoran intramusku 
lar gespritzt wurde, die Goldzahl wenig beeinfluBt. Ebensowenig ergaben sich 
Unterschiede bei Paralytikern gegeniiber Gesunden. 

8. Dagegen machte ich die auffillige Beobachtung, da bei degenerierten 
Personen, bei Psychopathen, viel weniger kolloide Stoffe auftreten als bei anderen 
Kranken. Die Goldzahl war meist gréBer als 15.0. 

Bei dem Fall 30 (Psychasthenie) war die geringe Schutzwirkung besonders 
auffallend. Habitus asthenicus, mit langem schmalen Thorax. Cirrhosis beider 
Lungenspitzen, schwere vasomotorische Stérungen, Gefafspasmen in den peri- 
pheren GefaéBen, Akrocyanose. Trockene Haut. Neigung zu Durchfiillen, die nach 
Einnahme von Atropin weitgehend gebessert werden. Oesophaguskrampfe, haufig 
auch Herzkrimpfe, Anfalle von Pseudoangina pectoris. Dabei abnorme Ermiid- 
barkeit, Auftreten von Albumen (und zwar ein in der Kalte mit Essigsdure aus- 
faillbarer EiweiBkérper) im Urin nach Anstrengung, in der Ruhe kein Eiwei8 im 
Urin nachweisbar. 

Der Zusammenhang zwischen der orthostatischen Albuminurie, um die es 
sich hier handelt, mit der abnormen Erregbarkeit der Vasomotoren scheint bei 
diesem Fall auBer Zweifel zu stehen. Man kénnte daran denken, dal die GefaB 
spasmen eine geringere Durchlassigkeit der GefaBmembranen und damit ein: 
Xetention von Stoffen bedingen, die normalerweise im Urin ausgeschieden werden, 
und daB dann vielleicht diese Stoffe die vermehrte Ermiidbarkeit zur Folge haben. 

Uber die Art der im Harn auftretenden kolloiden Stoffe la8t sich leider noch 
wenig sagen. Bechhold und Reiner") haben versucht, sie zu isolieren. Ich 
selbst versuche, durch Bestimmung des Stickstoffgehalts im Dialysat einigen Aut 
schluB zu erhalten. Die Untersuchungen sind noch nicht abgeschlossen. Wir 
wissen bis jetzt, daB es sich im Harn vorwiegend um kolloide Stoffe handelt, die 
durch Kochen, Eintrocknen, Ausfrieren nicht in ihrer Wirkung beeintrachtigt 
werden [Lichtwitz’)]. Warum normalerweise beim Mann mehr Kolloide aus- 
geschieden werden [1,44 g pro die) als bei der Frau 0,44 g?!)], ist ebensowenig fest 
gestellt. Vielleicht spielt auch hier die verschiedene Membrandurchlassigkeit 
eine Rolle. 
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Beitrag zur Bestimmung des durch Urease zersetzten Harn- 
stoffs aus der CO,-Komponente des Umwandlungsproduktes. 


Von 
Zoltan Aszédi. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Budapest.) 
(Eingegangen am 20. Dezember 1921.) 


Das Partossche Verfahren'), den Harnstoff nach erfolgter Um- 
wandlung durch Urease aus der CO,-Komponente des Umwandlungs- 
produktes, des (NH,),CO, zu bestimmen, ist nach den mitgeteilten 
Ergebnissen aussichtsreich genug, um seither vorgenommene Ver- 
besserungen am Apparate, die sich als zweckmabig erwiesen hatten, in 
nachfolgendem bekannt zu geben. 

Ein neueres Modell des Apparates?). Daes unméglich war, den 
Apparat so zu dimensionieren, daB jeder Harn, der ja den Harnstoff 
in verschiedensten Konzentrationen enthalten kann, im Apparate ohne 
weiteres verwendet werden kénnte, wurden die Dimensionen so gewahlt, 
da man brauchbare Steighéhen bei Verwendung von |] ccm des je nach 
seinem spezifischen Gewichte auf das 2—4fache mit destilliertem 
Wasser verdiinnten Harnes enthalte. An diesem neuen Modell lieB sich 
durch Verringerung der Dimensionen des kugelférmigen Behilters, 
sowie durch Verinderung der eingegossenen Hg-Menge die Empfind- 
lichkeit des Apparates um etwa !/, steigern: am alten Modell entsprach 
Imm Hg-Anstieg durchschnittlich 0,1 mg Harnstoff, am neuen Modell 
(das die Skala am Steigrohr eingeiitzt tragt) 0,06—0,07 mg. 

Das Kaliber des Apparates. Sei es infolge der Verringerung des 
Gasraumes oberhalb der zu untersuchenden Fliissigkeit, sei es infolge 
der Veriinderung der Hg-Menge, sei es infolge einer gréBeren Genauigkeit 
beim Kalibrieren, ist es gelungen, eine Fehlerquelle, die sich am alten 
Modell unliebsam bemerkbar machte, wesentlich zu verringern. Es 


1) 8. Partos, Diese Zeitschr. 103. 292. 

2) Der Apparat, der am besten Carbamidometer benannt werden kann, 
wird calibriert geliefert durch Glastechniker A. Huber, Budapest VIII, Eszter- 
hazygasse 9. 
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hat niaimlich bereits Partos darauf aufmerksam gemacht, daB die 
Hg-Steighéhen den entbundenen CO,-Mengen nicht streng proportional 
seien, indem bei gréBeren CO,-Mengen die Hg-Steighéhen relativ héher 
ausfallen. Am neuen Modell ist der Unterschied zwischen den maxi- 
malen und minimalen, an einem Apparat erhaltenen Kalibrierungs- 
werten (== Harnstoff : Hg-Steighéhe) ein geringerer geworden, und 
kann vollends vernachlissigt worden, wenn man mit dem Mittelwert, 
den sog. Kaliber des Apparates rechnet. In nachfolgender Tabelle | 


seien die Kalibrierungsdaten 


mitgeteilt. 


Tabelle L. 


einiger von mir benutzten Apparate 





Apparat 


Ent bundene 


Hg-Steighéhe 


1 mm Hg-Steighéhe 

















4 CO, entspricht Harnstotf 
Nr. 
mg mm mg 

2 6,51 141,2 0,0628 
5.33 116,3 0.0623 
2.22 49.2 O.0614 
0,82 17,05 0,0629 
Mittelwert 60,0619 
3 7,99 169,7 0.0642 
3,26 69,1 0.0641 
2,28 48,9 0,0637 
0,82 17.4 0,0638 
Mittelwert 0,0639 
10 7,49 151.8 0,0672 
5,99 122.4 0.0687 
3,28 67,9 0.0660 
2,63 54,7 0,0655 
0,749 15,3 0.0677 
Mittelwert 0,0664 
14 7,49 146,5 0,0698 
5,24 102.9 0,0694 
3,74 74,5 0,0685 
1,20 45,5 0.0673 


Mittelwert 0,0687 


Auf diese Weise kalibriert, ergaben, wie aus nachfolgender Tabelle IT 
ersichtlich, Apparate 2 und 3 eine sehr gute Ubereinstimmung zwischen 
den berechneten und gefundenen Harnstoffmengen. 

Reinigung des Apparates. Partos schligt vor, die letzten 
Spuren der von einem vorangegangenen Versuch herriihrenden H,SQ,, 
die die Ureasewirkung ungiinstig beeinflussen kénnten, durch zu- 
gesetztes BaCl, zu binden und dann wegzuspiilen. Da sich nach meiner 
Erfahrung auf diese Weise an der Innenwand des Behilters ein zunehmen- 
der, schwer zu entfernender Belag von BaSQ, bildet, ziehe ich es vor, 
folgendermaBen vorzugehen: Der Apparat wird in eine gréBere Glas- 
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Tabelle IL. 





Harnstoff 
Apparat in den Apparat aus der Hg-Steig- Unterschied 

Nf. eingefiihrt héhe berechnet o 
mg mg 

2 8,89 8,73 1.8 
7,40 7,34 O.8 
3,70 3,70 0 
S89 8.91 + (2 

3 X89 8.63 2,9 
7,40 7,32 1,0 
3.70 3.59 3.0 
S,8Y 8,82 0,6 





schale eingestellt und der Raum iiber dem Hg so lange mit einem 
kraftigen Strahle aus der Spritzflasche gespiilt, bis das Spiilwasser sich 
mit Methylorange nicht mehr rétet. Der gréBere Teil des tiber dem Hg 
gebliebenen Spiilwassers wird mit einer Pipette,-der Rest mit einem 
eingelegten Filtrierpapierstreifen entfernt. 

Versuchstemperatur. Auf Grund der Mitteilungen von Dox’) 
und Roman?) habe ich versucht, die Umwandlung des Harnstoffes 
nicht bei Zimmertemperatur, sondern im Thermostaten bei 42° C vor 
sich gehen zu lassen. Dieser Vorgang hat sich vorziiglich bewahrt, und 
es wurden alle weiteren Untersuchungen in dieser Weise vorgenommen ; 
nur muBten natiirlich zur Sicherung des luftdichten Verschlusses die 
Schliffe mit einem Fettgemisch von héherem Schmelzpunkt gedichtet 
werden. (Nebenbei habe ich folgende Beobachtung gemacht: wird bei 
Zimmertemperatur gearbeitet, so la8t sich alsbald nach dem Zusatz der 
Urease ein Ansteigen des Hg um 10—15 mm beobachten; nach einiger 
Zeit fallt aber das Hg wieder zuriick. Aus letzterem Grunde, und, weil 
zu dieser Zeit die Schwefelsiure noch nicht zugeflossen war, ist es aus- 
geschlossen, da® es sich hier um CO,-Entwicklung gehandelt hitte; ich 
bin jedoch zur Zeit noch nicht in der Lage, tiber die Ursache dieser 
Erscheinung AufschluB zu geben.) 

Ausfiihrung der Harnstoffbestimmung. <A. Verfiigt man 
iiber zwei Apparate, so wird in einem (I) derselben der Harnstoff in der 
vorgeschriebenen Weise in (NH,),CO, verwandelt und dann die CO, 
in Freiheit gesetzt; im anderen (II) die Menge der priformierten CO, 
(ohne Zusatz von Urease und ohne den Apparat in den Thermostaten 
gestellt zu haben) bloB durch HinunterflieBenlassen der Schwefelsiure 





1) Arthur W. Dox, Amer. Journ. of pharmacy 92, Nr. 3, 8. 153—157. 
1920. Ref. in Ber. f. d. ges. Physiolog. 2, 250. 

2) Andrew M. Roman, Journ. of urol. 4, Nr. 6, 8. 531542. 1920. Ref. in 
Ber. f. d. ges. Physiol. 6, 533. 
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bestimmt. Durch Substraktion der Steighéhe II aus Steighéhe I erhalt 
man die Steighéhe, die der CO, aus dem umgewandelten Harnstoff 
allein entspricht: diesen erhalt man in Milligramm pro | cem des ver- 
wendeten Harnes, indem man obigen Substraktionsrest mit dem Kaliber 
des Apparates multipliziert. (Richtiger wiire es, beide Steighéhen zu- 
niichst mittels der respektiven Kaliber in Harnstoff umzurechnen und 
dann erst die Substraktion vorzunehmen. In der Regel ist aber die 
Menge der praformierten CO, gering, so dab durch obige cinfachere 
Berechnungsweise kein nennenswerter Fehler begangen wird.) 

Ks folge hier das Beispiel einer Bestimmung an einem doppelt verdiinnten 
Harn mittels zweier Apparate: 


Stand des Hg in dem mit Urease im Apparate 
beschickten Apparate ohne Urease 
Se a ee, Bway SP 0,0 mm 0,0 mm 
Or iMGO csr. ols Sk. 3 lies Ss 145,2 mm 5,2 mm 
145,2 mm 5,2 mm 
Daher Hg-Anstiog ..2.% 60's ois 140,0 mm. 


Das Kaliber des Apparates (mit der Urease beschickt) ist 0,0677; daher ist 
die Menge des in 1 ccm des unverdiinnten Harnes enthaltenen Harnstoffes 
140,0 - 0,0677 - 2 = 19,0 mg = 1,90%. 

B. Verfiigt man bloB iiber einen Apparat, so muB die Bestimmung 
der praformierten CO, der Harnbestimmung vorausgehen bzw. ihr 
folgen. Dabei sind aber die Veranderungen, die im Verlaufe je einer 
der beiden Bestimmungen (CO, und Harnstoff) in der Zimmertemperatur 
bzw. im Luftdruck eingetreten waren, zu _beriicksichtigen. Da das 
neue Modell stets in denselben Dimensionen ausgefiihrt wird, sind nach- 
folgende Angaben, wie ich mich itiberzeugt habe, fiir jeden Apparat 
verwendbar : 

im Falle eines Temperaturanstieges von 1° wird die Hg-SteighGhe um 1 mm 
reduziert, 

im Falle eines Temperaturabfalles von 1° wird die Hg-Steighdhe um 1 mm ver- 
groBert, 

im Falle einer Luftdruckzunahme vom 1 mm wird die Hg-Steighéhe um 0,2 mm 
vergréBert, 

im Falle einer Luftdruckabnahme von 1 mm wird die Hg-Steighdhe um 0,2 mm 
reduziert. 

Unter solchen Umstanden kann es natiirlich vorkommen, daB das 
Hg im Steigrohre, nachdem der Apparat aus dem Thermostaten ge- 
nommen wurde und dann abgekiihlt ist, unter den Nullpunkt der Skala 
absinkt. Um den Hg-Stand auch in diesem Falle ablesen zu kénnen, 
ist die Skala eine Strecke weit unterhalb des Nullpunktes fortgefiihrt. 
Ein derart abgelesener Wert wird gegebenenfalls mit negativem 
Vorzeichen in Rechnung gebracht. (Selbstverstindlich wird sich die 
Notwendigkeit, diesen Umstand zu beriicksichtigen, nur dann ergeben, 
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wenn, wie in dem soeben besprochenen Falle, blo® ein Apparat zur 
Verfiigung steht.) 

Fs folge hier das Beispiel: 

Wihrend des Ureaseversuches hatte die Temperatur um 2°, der Luftdruck 
um 6 mm¥ugenommen; wahrend der Bestimmung der praformierten CO, die Tem- 
peratur um 1° zugenommen, der Luftdruck um 1 mm abgenommen: 


Stand des Hg im Urease- wahrend der Bestimmung 
versuch der praf. CO, 
ga Beommn ..... 0.0 mm 0.0 mm 
a ae re 130,5 mm 7,5 mm 
130,5 mm 7.5mm 
T-Korrektion . ... 2,0 mm 1.0 mm 
128.5 mm 6,5 mm 
Barometer-Korrektion 1,2 mm 0,2 mm . 
129,7 mm 6.3 mm 


Daher wurden vom Harnstoff allein verursacht 129,7 — 6.3 — 123,4 mm. 

Weitere Berechnung wie oben. 

Mitanwesenheit von Zucker und Eiweib. Da es vielfach 
gerade die Fille von Albuminurien und Glykosurien verschiedenen 
Ursprunges sind, in denen es wiinschenswert erscheinen kann, Auf- 
schluB iiber die Harnstoffausscheidung zu erlangen, war es auch not- 
wendig, sich dariiber zu vergewissern, ob durch die Mitanwesenheit 
von EiweiB bzw. Zucker das Ergebnis unserer Harnstoffbestimmungen 
beeinfluBt werden oder nicht. Wie aus nachfolgender Tabelle III her- 
vorgeht, ist dies nicht der Fall. 


Tabelle IL. 





Harnstoff-Konzentration gefunden 





Versuch Im nativen Im selben Harn 
eo nach Zusatz von 
1 1,75 4°), Zucker 1,37 
‘ 919 0 9 
Sige: ie ce is 
4 1,93 1%/oq Eiweib 1,90 
5 1.88 2/5 %o5 ., 1,82 
6 1,92 4 °/o9 € 1,94 
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Liegt der Hitze-Koagulation des EiweiBes eine Hydrolyse 
zugrunde ? 


Von 
Margit Hirsch-Pogany. 


¢ (Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitit Budapest.) 
(Eingegangen am 20, Dezember 1921.) 


Uber die Anderung, die das Eiwei8 bei der Hitzekoagulation erleidet, 
ist bis heute kaum etwas bekannt, und namentlich ist es fraglich, ob 
das KiweiB dabei nur in seinem physikalischen Verhalten oder aber auch 
in seiner Zusammensetzung eine Anderung erleidet. Denn, da eine voll- 
kommene Koagulation nur in einer schwach sauren Lésung eirtritt, ist 
es durchaus méglich, daB es sich hier um Wassereintritt in das Molekiil 
des EiweiBes, wie bei der Saurehydrolyse handelt, wobei es allerdings 
von vornherein ausgeschlossen ist, da der Wassereintritt, wie bei der 
totalen, oder auch nur bei der partiellen Hydrolyse, an allen, bzw. auch 
nur an vielen Stellen erfolgen sollte, wo zwei Aminosiuren in der be- 
kannten Art miteinander verbunden sind. 

Der Lésung dieses Problemes, das unter anderen bereits von Du- 
claux!) erwogen wurde, dienten die nachfolgend zu beschreibenden 
Versuche. Der Gedankengang, der meinem Versuchsplan zugrunde lag, 
war der folgende. Wird in einem genau abgemessenen Volumen einer 
KiweiBlésung von genau bekanntem Trockensubstanzgehalt und auch 
sonst bekannter Zusammensetzung das Eiweif durch Hitze koaguliert, 
so mu, falls hierbei eine Hydrolyse nennenswerten Grades statt- 
gefunden hat, 1. eine Zunahme der Trockensubstanz und 2. eine Zu- 
nahme des H- und des O-Gehaltes nachzuweisen sein. Der Schwierig- 
keiten dieses Nachweises war ich mir wohl bewuBt, denn einerseits war, 
wie bereits erwihnt, nicht zu erwarten, daB eine Hydrolyse in gréBerem 
Ausmafe stattfindet, andererseits konnte bei der Grébe des Eiweib- 
molekiils der erfolgte Wassereintritt an der Zunahme des H-Gehaltes 
kaum, héchstens an dem des O erkannt werden. Beziiglich des letzteren 
war es aber selbstverstandlich, daB sich alle tibrigen Analysenfehler hier 
summieren werden. 


1) Ann. de Vinst. Pasteur. 7/T, 57. 
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Wenn ich trotz dieser offenkundigen Schwierigkeiten an die Be- 
arbeitung des Problemes heranging, geschah es in der Erwartung, daB, 
wenn es schon nicht gelingen sollte, die Frage prinzipiell zu ent- 
scheiden, doch jedenfalls zu entscheiden sein wiirde, ob eine Hydrolyse 
in nachweisbarem Grade stattfindet oder nicht. AuBerer Umstiinde 
halber war es zur Zeit, wo diese Untersuchungen ausgefiihrt wurden 
(1918—1919), nicht médglich, anders als an verdiinntem Eiklar zu ar- 
heiten, was insofern zu neuen Komplikationen fiihrte, als Eiklar auch 
nicht koagulables EKiweifS enthilt. Es muBte daher, um die GréBe einer 
etwa stattfindenden Hydrolyse auch zahlenmabig bewerten zu kénnen, 
der koagulable und nichtkoagulable Anteil gesondert untersucht werden ; 
denn es konnte mit einer an Sicherheit grenzenden Wahrscheinlichkeit 
angenommen werden, da im Falle einer Hydrolyse diese bloB den 
koagulablen Anteil betrifft. 


Eierklar wurde mit Wasser auf das Fiinffache verdiinnt, dann 48 Stunden 
lang gegen flieBendes Wasser dialysiert, wobei ein Teil der Globuline ausfiel. Von 
diesen wurde abfiltriert und das Filtrat, das auBer koagulablem Eiwei®B das nicht- 
koaguable Ovomucoid enthielt, in drei Fraktionen verarbeitet. 

1. Ein genau abgemessenes Volumen der Lésung wurde bei 25 30° einge- 
dampft und der lufttrockene Riickstand gewogen. 

2. Ein zweites genau abgemessenes Volumen derselben Losung wurde unte: 
fortwahrendem Riihren erwirmt, mit einigen Tropfen einer | proz. Losung von 
Essigsaure bzw. Weinsaure (s. weiter unten) versetzt und durch einige Minuten 
im Kochen erhalten, bis das Koagulum flockig ausgefallen war. Nun wurde noch 
warm filtriert, der Filterriickstand mit Wasser, dann mit Alkohol und Ather ge- 
waschen, endlich lufttrocken gewogen. Da es immerhin méglich war, daB ein Teil 
der sonst leicht fliichtigen Essigsiure den verschiedenen Fraktionsriickstinden 
anhaften blieb, was ein unkontrollierbares Plus an H, C und an © hatte zur Folge 
haben miissen, habe ich in Versuchsreihen 3 und 4 statt Essigsaure ein genau ab- 
gemessenes Volumen einer | proz. Weinsaiure verwendet. 

3. Das Filtrat von Koagulum wurde samt dem Waschwasser am Wasserbade 
eingedampft und der lufttrockene Riickstand gewogen. 

An den lufttrockenen Riickstaénden wurden die folgenden Bestimmungen aus- 
gefiihrt : 

a) Trockensubstanzgehalt an ca. 0,20--0,30 ¢ der Substanz im Vakuum bei 
ca, SO”. 

b) N-Bestimmung an ca. 0,20-—0.25 g nach Kjeldahl mit metallischem Hg 
als Katalysator bei der Veraschung. 

c) Elementaranalyse an ca. 0,15 g¢ der Substanz, im He raeusschen Ofen im 
Luftstrom; die Verbrennungsréhre war mit CuO-Asbest beschickt. N-, S- und Cl 
haltige Zersetzungsprodukte wurden nach dem bekannten Verfahren durch PbO, 
zuriickgehalten, das wihrend der Verbrennung bei 150-—180°, in der letzten halben 
Stunde jedoch bei 200° gehalten wurde, um das Wasser aus dem sehr hygroskopi 
schen PbO, zu vertreiben. Die zu verbrennende Substanz wurde im NSchiffchen 
mit K,Cr,0, vermischt. 

d) Die Aschenbestimmung wurde an ca. 0,6 0.8 g der Substanz, und zwar 
zur Vermeidung von Verlusten an Alkalichloriden nach dem bekannten Extrak 
tionsverfahren ausgefiihrt (Verkohlung bei schwacher Rotglut, Extraktion de1 
Kohle mit heiBem Wasser, Filtrieren, Veraschen des Verkohlungs- und des Filter- 
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rickstandes unter scharfem Gliihen, Eindampfen des filtrierten Extraktes im 
Schalchen, das obigen Gliihriickstand enthielt, Erhitzen bei schwacher Rotglut, 
Wagen). Als Aschengehalt des nicht-koagulablen Anteiles durfte, da ja in det 
Gesamtasche keine Verainderung zu erwarten war, der Unterschied zwischen dem 
Aschengehalt der nativen Lésung und dem des Koagulums angesehen werden. 

e) Von einer Bestimmung des S-Gehaltes habe ich abgesehen und den S mit- 
samt dem O als S + O in Rechnung gebracht. In Versuchsreihe II waren die 
Aschebestimmungen miblungen, daher muBte ich mich auf die Berechnung des 
Wertes von S + O + Asche beschranken. 

In den Versuchsreihen ITT und IV wurden zwei Portionen einer und derselben 
EiweiBlosung verwendet, daher die Daten der bei Zimmertemperatur eingedampf- 
ten Lésung sich auf beide Versuchsreihen beziehen. Je eine Portion dieser Lésung 
wurde dann koaguliert, jedoch die Koagula, sowie die Filtrate in jeder der beiden 
Versuchsreihen gesondert untersucht. 

In Versuchsreihe III und IV muften entsprechend der zugefiihrten Wein- 
siure (0,0234 g pro 100 ccm EiweiBlésung) Abziige in den Analysenergebnissen 
gemacht werden. Nun war aber die Weinsaure offenbar zum Teil an das koagu- 
lierende, zum Teil an das nicht-koagulierende EiweiB gebunden, zum Teile jedoch 
in dem Filtrate vom Koagulum zuriickgeblieben; trotzdem war es statthaft, die 
betreffenden, einzeln auch sonst nicht faBbaren Betrage nicht aus jeder Fraktion 
fiir sich abzuziehen, sondern aus Koagulum + Filtrat, da eben der Unterschied 
zwischen nativem EiweiB und Koagulum + Filtrat es war, aus der sich die etwaige 
Hydrolyse ergeben muBte. Ein irgend in Betracht kommender Fehler hatte sich, 
da die Hydrolyse, wie oben erwahnt, auf die Menge des Koagulums allein bezogen 
werden durfte, und nicht festzustellen war, ob und wieviel Weinsdure dieses ent- 
hielt, nur ergeben kénnen, wenn die Menge des Koagulums eine sehr geringe, die 
Hydrolyse jedoch sehr bedeutend gewesen wire. 

Die Mittelwerte je einer Analysengruppe sind in Tabelle I zusammen- 
gestellt, die Ergebnisse der Einzelanalysen, aus denen jene Mittelwerte 
gezogen waren, in einer zu dieser Tabelle gehérenden Fufnote mit- 
geteilt. Beziiglich dieser Analysen ist zu bemerken, daB an sie nicht 
der MaBstab einer an chemisch reinen Substanzen ausgefiihrten Analyse 
gelegt werden darf. Die verschiedenen Trockenriickstaénde waren nicht 
bis zu der erwiinschten Feinheit zu pulverisieren, daher eine Homo- 
genitait, wie an chemisch reinen Substanzen, nicht zu erreichen. Es ist 
also nichts natiirlicher, als daB oft eine grobe Zahl von Parallelanalysen 
(bis zu 5) gemacht werden muBte und sich trotzdem Unstimmigkeiten 
ergaben. So z. B. in Versuchsreihe II eine Zunahme des C, in Versuchs- 
reihe II und IV eine Zunahme des N, was natiirlich ein Ding der Un- 
moéglichkeit ist. Andererseits ist aber auch zu bedenken, daB den 
soeben angefiihrten Unstimmigkeiten ein Analysenfehler von ins- 
gesamt weniger als je 1°, zugrunde liegt, von welchem Fehler ein 
groBerer oder geringerer Anteil auf die Gewichtsbestimmung der be- 
treffenden lufttrockenen Fraktion entfallen kann. 

Wenn es nun auch nach allem dem gewagt erscheinen kénnte, aus 
dem Ergebnis je einer Versuchsreihe folgern zu wollen, diirften sich die 
aus allen Versuchsreihen — vier an der Zahl — gezogenen Mittelwerte 


(Tabelle 11) recht gut, und zwar in folgendem Sinne deuten lassen. 
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100) M. Hirsch-Pogany : 


Tabelle IL*). 
Im Koagulum durch direkte Bestimmung mehr (+) oder weniger (—) 
erhalten als durch Berechnung (= Unterschied zwischen dem Gehalt der bei 
Zimmertemperatur eingedampften Lésung und dem des eingedampften Filtrates). 








Versuchs- Trocken- H c N S +0 **) 
reihe substanz 
| 0.062 0,002 0,040 0,026 + 0,006 
ll t-Q.025 0,002 LOQ.O15 + 0.006 1-0.003 
Hl O.017 0,009 0.040 0.023 + 0,056 
IV (0.016 0.006 0,018 0,017 t-().022 
Mittelw. 0,009 0,004 0,021 0,007 + 0,022 


*) fiir zugesetzte Weinsiure in Versuchsreihe IIL und [TV abgezogen 0.0234 ¢ 
Trockensubstanz, 0,001 @ H, 0.0076 ¢ C, 0,0152 ¢ O. 
**) In Versuchsreihe IL Asche +S + O. 


1. Was zunichst den Trockensubstanzgehalt anbelangt, hat 
derselbe im Durchschnitt aller Versuchsreihen um 9 mg, also um etwa 
1/,°4 abgenommen. Wiirde es sich um groBe Ausschliige bald im Sinne 
einer Zunahme, bald in dem einer Abnahme handeln, so wiirde man 
selbstverstandlich Anstand nehmen miissen, einen Mittelwert aus Zahlen 
mit verschiedenen Vorzeichen zu ziehen; man wiirde vielmehr sagen 
miissen, daB entweder die Versuche nicht gut sind, oder daB der Prozeb 
einmal so, einmal aber anders abliuft, sich also eine GesetzmaBigkeit 
nicht feststellen laBt. Hier jedoch, wo es sich meistens um Ausschlige 
handelt, die kaum gréBer sind, als den bei dieser Versuchsanordnung 
unvermeidlichen Versuchsfehlern entspricht, wird gerade durch diesen 
Mittelwert aus kleinen Zahlen mit verschiedenem Vorzeichen zum 
Ausdrucke gebracht, daB eine nennenswerte Verinderung im 
Trockensubstanzgehalt des Eiweibes nicht stattgefunden 
hat. : 

Trotzdem wird man aber die Méglichkeit einer Hydrolyse nicht in 
Abrede stellen kénnen, weil ja waihrend der verschiedenen Manipulatio- 
nen (Erhitzen, Eindampfen), denen das EiweiB unterworfen war, ein 
Substanzverlust stattgefunden haben konnte. Ein solcher Substanz- 
verlust hat nun, wie fiir den H-, C- und N-Gehalt aus den betreffenden 
Staben der Tabelle Il hervorzugehen scheint, entweder in der Tat statt- 
gefunden oder wurde durch Analysenfehler vorgetiuscht. 

2. Der Sauerstoffgehalt weist im Mittelwerte der vier Versuchs- 
reihen eine Zunahme von 2 cg auf. Bei der Deutung dieser Zunahme 
wird man aber groBe Vorsicht walten lassen miissen. Nehmen wir an, 
daB dem H-, C- und N-Defizit ein tatsiichlicher Verlust zugrunde liegt, 
so ist die Zunahme des O-Gehaltes allerdings im Sinne einer statt- 
gehabten Hydrolyse zu deuten. Nur betrigt diese Zunahme auf die 
Masse des Koagulums bezogen 1°; ist also verschwindend gering. 
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Hitze-Koagulation des Eiweibes. 10] 


Nimmt man jedoch an, dab ein Verlust an H, C und N nicht statt- 
gefunden hat, sondern nur durch Analysenfehler vorgetiuscht wurde 
eine Annahme, die mindestens so viel Berechtigung wie die obige hat 


so ist auch die Zunahme im O-Gehalt — der ja nur ein rechnerisches 
Ergebnis aus den tibrigen Bestimmungen darstellt —, bloB aus den ge- 


nannten Analysenfehlern hervorgegangen. Diese Annahme ist um so 
wahrscheinlicher, als ja der im Durchschnitt aller Versuchsreihen er- 
mittelte Substanzverlust von 0,032 und die 0,022 g betragende Zunahme 
des © von derselben GréBenordnung sind, der absolute Unterschied 
zwischen beiden Werten jedoch ohne weiteres als Analysenfehler er- 
klart werden kann. (Der in zwei Versuchsreihen relativ gréBere C- 
Verlust kann allenfalls noch durch CO,-Verlust wihrend des Eindampfens 
verursacht gewesen sein.) 

Ich glaube aus oben beschriebenen Versuchsreihen den SchluB ziehen 


zu. diirfen, dab, wenn bei der Koagulation des Eiweibes eine 
Hydrolyse tiberhaupt stattfindet, sie so verschwindend 
gering ist, daB sie dem Nachweise entgehen mub. 

Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung des Herrn 
Prof. Hari ausgefiihrt. 








Uber Tyramin (p-Oxyphenylithylamin) als wirksamen Be- 
standteil der Droge Semina cardui Mariae (Stechdistelkérner). 


Von 
Alfred Ullmann '). 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des stadt. Krankenhauses am 
Friedrichshain zu Berlin.) 


(Eingegangen am 20. Dezember 1921.) 


Im Anschlu8 an die Arbeiten englischer Autoren tiber die physio- 
logisch wirksamen Bestandteile des Mutterkorns?) sowie an seine eigene 
Arbeit mit Cappenberg®) tiber die Capsella bursae pastoris, unter- 
suchte Boruttau die physiologische Wirksamkeit von Ausziigen aus 
Semen cardui Mariae und beobachtete dabei eine charakteristische 
blutdrucksteigernde Wirkung, wie sie auch dem Mutterkorn zu eigen ist. 

Uber die Pharmakognostik der Droge ist in der einschlagigen Lite- 
ratur nur sehr wenig zu finden. 

Wittstein‘) macht in seinem Handbuch einige ausfiihrliche Angaben, nach 
welchen die wesentlichen Bestandteile fettes Ol, Bitterstoff und eisengriinender 
Gerbstoff sein sollen, die aber nicht naher untersucht sind. Uber die therapeutische 
Anwendung gibt Lobach®) einen eingehenderen Bericht, in welchem er die blut- 
stillende Wirkung von Semen cardui Mariae bei iibermaBiger Menstruation, chro- 
nischen Uterinblutungen und Melaena beschreibt. Als Anwendungsform empfiehlt 
er ein Dekokt aus 1/, 8.C.M. und 8 Wasser, sowie die Tinktur. 

Diese Angaben liegen zu weit zuriick, um heute noch als zuverlissig 
gelten zu kénnen, und so machten wir es uns zur Aufgabe, die in den 
wisserigen Ausziigen der Droge enthaltenen physiologisch wirksamen 
Bestandteile chemisch zu isolieren und zu identifizieren. Die Ahnlichkeit 
der Wirkung mit der des Mutterkornes wies den Weg der Untersuchung. 
Zur Isolierung der aktiven Bestandteile, die zur Gruppe der biogenen 


1) Auszug aus der Inaugural-Dissertation des Verfassers. 

*) Barger und Dale, Journ. of physiol. 38. 1909. 

3) Boruttau und Cappenberg, Arch. d. Pharmazie 259, 8, 33. 1921. 

4) Wittstein, Handbuch der Pharmakognosie des Pflanzenreichs. Breslau 
1882, S. 251. 

®) Lobach, Verhandlungen d. physiol. med. Ges. in Wiirzburg 8, 8. 288. 1858. 
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A. Ullmann: Tyramin als wirksamen Bestandteil von Semina cardui Mariae. 403 


Amine gehéren, dienten die von Barger!) fiir das Mutterkorn und von 
Barger und Wal pole?) fiir faules Fleisch ausgearbeiteten Verfahren, 
die jedoch fiir den speziellen Zweck abgeiindert wurden. Der wiisserige 
Auszug wurde vom Eiweif befreit und in schwefelsaurer Lésung mit 
Phosphorwolframsiure gefallt, wobei die biogenen Amine als schwer 
lésliche Phosphorwolframate von der Zusammensetzung Am,H,PO, 
- 12 WO,- x H,O ausfallen. Zerlegt man sie mit Barythydrat. so gehen 
die Basen mit itiberschiissigem Baryt in Lésung, aus der man das Barium 
mit Kohlensiureentfernt. Die Lésung gibt in der Regel einen Nieder- 
schlag, der Alloxurbasen enthalt. Zur Trennung der im Filtrat des 
Silberniederschlages enthaltenen biogenen Amine befolgte ich das Ver- 
fahren von Kossel und Kutscher*). Dieses teilt die Basen in drei 
Fraktionen, in die Histidinfraktion, fallbar durch neutrale oder sehr 
schwach alkalische Silbernitratlésung, in die Argininfraktion, fallbar 
durch starke barytalkalische Silbernitratlésung, und die Lysinfraktion. 
welche durch Silbernitrat nicht gefallt wird. 

Die einleitenden physiologischen Versuche, sowie die Reaktion des 
rohen wisserigen Extraktes (Rotfairbung mit Millons Reagens) und die 
Tatsache, daB die physiologisch wirksame Substanz durch Amylalkoho! 
leicht aus einer Lésung, welche einen geringen Uberschufs Soda enthalt, 
entfernt werden konnte, nicht aber aus einer natronalkalischen oder 
sauren Lésung, wies fiir die Isolierung einen ganz bestimmten Weg, 
dessen einzelne Abschnitte jedesmal durch eine Kontrolle des Erhalten- 
seins der im Ausgangsmaterial enthaltenen Base abgeschlossen werden 
muBten. 

Experimentalteil. 

Zur Isolierung von p-Oxyphenylithylamin aus Semen cardui Mariae 
wurde ein wisseriges Extrakt der Droge verwendet. 1 kg der ge- 
mahlenen und gepulverten Droge wurde mit 2 Liter kalten Wassers 
iibergossen und 4 Tage bei gew6hnlicher Temperatur stehen gelassen. 
Sodann wurde die entstandene breiartige Masse durch Koliertiicher 
gegossen, der Riickstand griindlich ausgepreBt und die ganze Fliissig- 
keit filtriert. Das so erhaltene Extrakt wurde mit Bleiacetat in ge- 
ringem Uberschu8 versetzt und nach Abfiltrieren des entstandenen 
Niederschlages bei schwach saurer Reaktion auf dem Wasserbade in 
Vakuum auf 250 ccm eingeengt; dann wurde mit H,SO, stark an- 
gesiiuert (der Gehalt an Schwefelsiure wurde auf 5°, gesteigert). Dabei 
entstand ein feiner weiBer Niederschlag, von dem abfiltriert wurde. 

Das Filtrat wurde mit einer Lésung von Phosphorwolframsiure 
versetzt, bis keine Fallung mehr erfolgte. Nach zweistiindigem Stehen 

1) Barger, Journ. of the chem. soc. London 95, 1123/1128. 1909. 

2) Barger und Walpole, Journ. of physiol. 28, 343. 1909. 

3) Kossel und Kutscher, H. Zeitschr. f. physiol. Chem. 31, 165. 1900, 
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wurde der Niederschlag mit Hilfe einer Nutsche von der Fliissigkeit 
getrennt und mit Sproz. H,SO, gut ausgewaschen. Der griindlich 
gewaschene Niederschlag wurde mit Wasser angeriihrt und unter Um. 
riihren mit zerriebenem Bariumhydroxyd versetzt, bis eine abfiltrierte 
Probe beim Durchleiten von Kohlensiiure einen deutlichen Uberschu 
an Baryt erkennen lief, Es entstand in der Fliissigkeit hierbei Am- 
moniak, den man vor dem Abfiltrieren der unléslichen Bariumverbin- 
dung entfernen mu. Es geschah dies, indem das Gemisch des Nieder- 
schlages mit Wasser und BaOH in einer flachen Glasschale mit einem 
durch eine Turbine getriebenen Riihrwerk behandelt wurde, bis das 
Ammoniak verdunstet war. Das apparativ einfachere und bequemere 
Durchblasen von Luft zur Entfernung des Ammoniaks') erwies sich in 
diesem Falle als unbrauchbar, da diese Operation unverhialtnismabig 
sehr lange Zeit in Anspruch nahm und das Ammoniak nach diesem 
Vorgang sich nicht restlos entfernen lieB. 

Nach dem <Austreiben des Ammoniaks wurden die unléslichen 
Bariumverbindungen abfiltriert. Das in der Lésung noch enthaltene 
Bariumhydroxyd wurde mit Kohlenséure gefallt, das ausgefallene 
Carbonat abfiltriert, sodann wurde die Fliissigkeit mit HC] neutralisiert 
und auf dem Wasserbade im Vakuum stark eingeengt, wobei durch 
zeitweisen Zusatz von Salzsiure die neutrale bzw. sehr schwach saure 
Reaktion aufrecht erhalten wurde. 

Die so erhaltene Lésung zeigte sich bei der physiologischen Kon- 
trolle sehr wirksam. 2ccm 1:10 gaben starke Erhéhung des Blut- 
druckes, Abflachung der Atmung, Verstarkung des Herzschlages; die 
Blutdruckkurve zeigte den typischen Verlauf wie bei der Injektion von 
Tyramin bzw. aromatischen Alkylaminen. 

Die Lésung wurde deshalb ohne weiteres wie eine durch Extraktion 
erhaltene Basenlésung zur Isolierung von Tyramin bzw. eines ver- 
wandten Kérpers verwendet. Die schwach saure Lésung wurde mit 
Sodalésung alkalisch gemacht; die sodaalkalische Lésung wurde zehn- 
mal mit 50cem Amylalkohol extrahiert; jeder Auszug wurde fiir sich 
mit 30ccm 1 proz. Natronlauge kraftig und lange ausgeschiittelt, bis 
der Amylalkohol vollstandig farblos blieb — eine schwierige und lange 
dauernde Operation infolge Auftretens von Emulsionen. Zum Schlub 
wurden die gesammelten Amylalkoholportionen nochmals griindlich 
mit lproz, Natronlauge ausgeschiittelt. Die vereinigten filtrierten 
NaOH-Ausziige wurden mit verdiinnter Salzsiure bis zur schwach- 
sauren Reaktion versetzt, die Fliissigkeit im Vakuum zur Syrupdicke 
verdunstet und mit Athylalkohol unter feinem Zerreiben des Salz- 
gemisches erschépft; zum Schlu8 wurde die Extraktion mit heifem 


1) Schulze und Winterstein, Darstellung von Arginin, Lysin und Histidin. 
Abderhaldens Handbuch der biochem, Arbeitsmethoden Bd. LI, 
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Tyramin als wirksamen Bestandteil von Semina cardui Mariae. 405 


Alkohol vorgenommen. Eine Probe des abfiltrierten Alkoholextraktes 
gab mit alkoholischer Quecksilberchloridlésung auch nach lingerem 
Stehen keinen Niederschlag, was zu dem SchluB berechtigte, daB die 
Losung frei von Ballast- und Nebenstoffen war. Es wurde deshalb der 
Alkohol zuerst im Vakuum, dann durch Dampfdestillation véllig ver- 
trieben, wobei die Lésung vollkommen klar blieb. Die so erhaltene 
Rohtyraminlésung wurde auf 1 cem pro 100g Kérner eingeengt. Die 
hier eingeschaltete physiologische Priifung fiel positiv aus. Mit Millons 
teagens entstand Rotfirbung unter Niederschlagsbildung, ebenso waren 
die Reaktionen nach Moérner (Griinfarbung mit formaldehydhaltiger 
Schwefelsiure), Folin (Blaufirbung mit einer salzsauren Lésung von 
Phosphorwolframsaure), sowie nach Fréhde stark positiv. Zur weiteren 
Reinigung wurde die Rohtyraminlésung mit Natronlauge !/,n-alkalisch 
gemacht, zehnmal mit je 30 cem Ather ausgeschiittelt. Es muBten sich 
hier Chlorverbindungen, jedoch kein Tyramin lésen; tatsiichlich hatte 
sich in dem Ather bei natronalkalischer Reaktion nichts gelést. Die 
alkalische Tyraminlésung wurde nach Abscheidung der Atherportionen 
mit verdiinnter HCl neutralisiert, mit Na,CO, schwach alkalisch ge- 
macht und zwanzigmal mit dem halben Volumen Ather ausgeschiittelt. 
Die gesammelten Atherausziige wurden im Vakuum abdestilliert; das 
zuriickbleibende braune Extrakt gibt starke Millonreaktion und ist 
gréBtenteils wasserléslich. Die durch Verdiinnung erhaltene Reintyra- 
minlésung gab bei der physiologischen Priifung Wirkungen, welche mit 
denjenigen des von den Elberfelder Farbenfabriken vorm. Bayer 
bezogenen, synthetisch hergestellten salzsauren Tyramins verglichen 
wurden. Es zeigten sich die beiden Priparate in ihrer Wirkung identisch, 
und zwar enthalt die aus dem Extrakt erhaltene Lésung ca. 1°, Tyramin. 
Die Base wurde dann nach Schotten-Baumann benzoyliert. Das 
Benzoylderivat krystallisierte aus Alkohol leicht in Nadeln aus, die 
bei 169° schmelzen. Sie waren identisch mit Dibenzoyl-p-Oxyphenyl- 
iithylamin. Ein Gemisch mit der gleichen Menge des durch Synthese 
aus Anisaldehyd nach Rosenmund!) hergestellten Salzes schmolz 
bei 170°. 
0,0852 ¢ gaben 0,2385 CO, und 0,04587 H,O 


C — 76,372 H — 6,02 

gefunden: berechnet fiir CgHgON(C;H,0), 
C 76,372 76,44 
H_ 6,02 5,56. 


Mit einem Mol-Aquivalent Benzoylchlorid bildet sich das N-Mono- 
benzoylderivat OH - C,H, - CH, - CH, - NH-CO-C,H,, welches aus 
Alkohol in hexagonalen Plittchen krystallisiert. bei 162° schmilzt 
und etwas ldéslicher ist als das Dibenzoylderivat. 

1) Rosenmund, Uber p-Oxyphenylathylamin, Ber. 42, 4778— 4783. 1909. 
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Durch 12stiindiges Kochen der Krystalle mit rauchender HC! 
wurden sie hydrolysiert. Nach Entfernung der Salzsiure und der 
Benzoesiure gab die Losung eine intensive Farbung mit Millons 
Reagens. Zur nochmialigen pkysiologischen Kontrolle reichte die durch 
Zersetzung des Benzoylderivats erhaltene Menge nicht aus, doch wurde 
festgestellt, daB die freie Base aus Alkohol in hexagonalen Plaittchen 
(Schmelzpunkt 161°) krystallisiert, sich in kochendem Alkohol lést, 
weniger in kochendem Wasser, schwer in kochendem Xylol, kaum in 
kaltem Xylol. 


Nach vorstehenden Versuchen war es méglich, aus den wisserigen 
Extrakten von Semen cardui Mariae eine physiologisch wirksame 
Substanz zu isolieren, die chemisch sowohl wie im physiologischen Tier- 
versuch mit p-Oxyphenylithylamin identifiziert werden konnte. Hin- 
sichtlich der pharmakologischen Wirkung der Droge und ihrer thera- 
peutischen Verwendung als blutstillendes Mittel und Heilmittel bei 
Frauenkrankheiten mu eine Einschrinkung vorgenommen werden, 
die fiir alle pflanzlichen Uterina und Styptica, wie das Mutterkorn 
selbst und die neuerdings von Boruttau und Cappenberg!) unter- 
suchte Capsella Bursae Pastoris gilt: 

Nach neuen Arbeiten von Stoll und Spiro*) wire der eigentlich 
wirksame Bestandteil des Mutterkorns ein kompliziert zusammen- 
gesetztes, dem Ergotoxin verwandtes Alkaloid, das die Autoren als 
Ergotamin bezeichnen. Sie nehmen an, da® die durch die Arbeiten der 
englischen Forscher als wirksame Bestandteile des Mutterkorns fest- 
gestellten ,,biogenen Amine Tyramin, Histamin, Amylamin, Acetyl- 
cholin, als Zersetzungsprodukte des Ergotamins aufzufassen sind. 
Andererseits ist linger bekannt, und neuerdings zum Gegenstand 
mehrfacher genauerer Untersuchungen gemacht worden, da® die Wirk- 
samkeit des Mutterkorns, wie seiner wiisserigen Ausziige bei der Auf- 
bewahrung im hdéchsten Mae veriinderlich ist, indem Perioden der 
Abnahme und Zunahme auftreten. Dies geschieht offenbar durch 
Fermentwirkung; etwas Ahnliches scheint auch fiir die Capsella Bursae 
Pastoris zu gelten, und es muB zukiinftigen Forschungen iiberlassen 
bleiben, endgiiltig festzustellen, welcher Anteil an der praktisch be- 
nutzten Wirkung aller dieser Pflanzenstoffe noch unerforschten, zu- 
sammengesetzten, und welcher Anteil einfachen Basen, wie z. B. Tyr- 
amin, zukommt. 


') Boruttau und Cappenberg, Arch. d. Pharm. 259, 33. 1921. 
2) Stoll und Spiro, Schweiz. med. Wochenschr. 1921, Nr. 23. 





rane emmy apne sono 








en 


ne 
Pr 
in- 
‘a. 
€1 
n, 
rm 


ch 
n- 
ils 
er 
st- 
71- 
ad. 
id 








Uber Urease-Ausscheidung im Urin eines Siiuglings. 


Von 
P. Gyérgy und Th. Stenstrém. 


(Aus der Heidelberger Kinderklinik.) 
(Eingegangen am 22, Dezember 1921.) 


Im Laufe von Stoffwechseluntersuchungen bot der Urin eines ge- 
sunden 6 Monate alten Siuglings ein besonderes Verhalten. Wiahrend 
bei zahlreichen anderen Siéuglingen in tiber 200 Einzelversuchen die 
einwandfreie Gewinnung der 24stiindigen Harnmenge ohne Schwierig- 
keiten zu erreichen war, fiel uns der Urin des erwihnten Siuglings 
durch einen deutlich ammoniakalischen Geruch und hohe Alkalitit auf. 
Zuerst dachten wir sinngemifsS an eine bakterielle Verunreinigung, 
wenn auch der meist absolut klare, durchsichtige Urin hierfiir keine 
besonderen Anhaltspunkte ergab. Schon die Art der Uringewinnung 
erweckte Zweifel an der Méglichkeit einer bakteriellen Infektion. Der 
Urin wurde wie auch in allen tibrigen Versuchen in einem sterilen 
“rlenmeyerkolben aufgefangen, in dem sich ein kleines Thymolkrystill- 
chen befand; sofort nach der Entleerung wurde derselbe dann in einem 
gréBeren Kolben mit Chloroform gesammelt und in einem kiihlen Raum 
aufbewahrt. Die 24stiindige Harnmenge kam sofort zur Verarbeitung. 

Auch das klinische Bild eines kriftigen, gesunden, fieberfreien 
Siuglings (97) bot fiir die Infektion der Harnwege keinen Anhaltspunkt. 
Der ausgeschiedene Harn war im frischen Zustande stets hell, strohgelb, 
klar mit einem bakteriologisch negativen Sediment. Die eingehende 
bakteriologische Untersuchung, die im hygienischen Institut der Uni- 
versitit giitigst ausgefiihrt wurde, bestitigte die Sterilitaét der Harnprobe. 

Wir stellten uns noch die Frage, wird vielleicht der Urin in diesem 
Falle von vornherein stark alkalisch entleert? Um diese Frage be- 
antworten zu kénnen, untersuchten wir den Urin sofort nach der Ent- 
leerung, insonderheit haben wir uns zuerst an die H -Ionenkonzentration 
der Urinprobe gehalten. Zur Bestimmung derselben diente die colori- 
metrische Methode nach Michaelis. 


Am 6. XI. betrug der py, in der gesamten 24stiindigen Urinmenge > 3,4 
Am 7. XI. betrug der py in der gesamten 24stiindigen Urinmenge 7,8 
Am 8. XI. morgens, frisch untersucht . Pics ake =e ene 
3 Stunden spiter, mit Chloroform in einem kiihlen 
Raum aufbewahrt. CP SPE was eos sohet't Py = 7,8 
Am 9. XI. morgens, frisch untersucht... . me + Pa = 6,5 


einige Stunden spiter. . . .. 2-2 eee ee Py = 8b 
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408 P. Gyérev u. Th. Stenstrém: Urease-Ausscheidung im Urin eines Siiuglings. 


Aus den mitgeteilten Zahlen kénnen wir also die uns gestellte Frage 
in negativem Sinne beantworten, der Urin wird nicht alkalisch, sondern 
mabig sauer entleert, gewinnt aber in kurzer Zeit eine alkalische Re- 
aktion. Auf Grund dieser Befunde miiBten wir also zu der Annahme 
gelangen, daf der Siugling in seinem Harn Urease ausscheidet. Der 
Nachweis eines uricolytischen Fermentes vom Charakter der Urease 
gelang uns tatsiichlich, indem wir bakteriologisch kontrollierte Urin- 
proben durch 2—8 Stunden im Thermostat auf Harnstofflésungen 
haben einwirken lassen. 

1, 2cem Harn -+- 4 cem ®/,-Phosphatgemisch (p, — 7,4) ergeben 
SS OC OUI eral cs) Sik te Wa ae aes id eh) aes SP eS 
b) 6,2 "/,99-HCl 

2. 2 cem Harn + 2 cem Iproz. Ureum +-2 cem Phosphat- 
gemisch ergeben in 2 cem NH;......... ~~ @) 8,6 ®/:o9-HCI 
b) 8,9 ®/s99-HCl 

3. 2cem I proz. Ureum + 4ccm Phosphatgemisch ergeben in 
UNE ENGIN oar wire oh a Sey OO WS 7 Oo oe */ 190° HCl 
b) 0,5 ®/159-HCl 


1. 2 cem Harn + 4 cem ee (Py = 7,4) ergeben 


in Zoom NH, . 63s 5 is eras. oS) ah Sea wO 
2. 2 cem Harn + 2 cem | proz. U reum + 2 ccm Phosphat- 

gemisch ergeben in 2 com NH,........... 7,9 ™/s99-HCl 
3. 2 cem Harn + 2 cem I proz. Ureum - 2 ccm sires 

gemisch ergeben in 2 cem NH,... . . Lee 9,15 9/;o9-HCl 


Kine weitere Urinprobe vom niic heten n T age ergab ein ahnliches 
Xesultat : 

Die harnstoffspaltende Wirkung des Urins war also sichergestellt, 
wenn dieselbe auch nur eine geringe Intensitiét besaf. 

Eine aufgekochte Urinprobe wies auch nach 24 Stunden einen kon- 
stanten p, und einen konstanten NH,;-Wert auf. Im Blutserum konnte 
Urease nicht nachgewiesen werden. 

Nach all diesen Versuchen war unsere Vermutung, dali der im 
Versuch stehende Siugling tatsichlich Urease in seinem Harn zur 
Ausscheidung brachte, vollauf bestitigt. Eine Erklarung hierfiir ver- 
mégen wir nicht zu geben. Vielleicht gewinnt in diesem Zusammenhang 
die Beobachtung von Leuper und Tonnet') an Bedeutung, die im 
alkoholischen Niederschlag von Urinproben ein uricolytisches Fer- 
ment gefunden haben sollen. Der Befund wird nur kurz erwihnt, 
zahlenmiBige Belege fehlen. Die Angabe der Autoren wird von 
St. Lévgren?) neuerdings auf bakterielle Verunreinigung zuriickge- 
fiihrt. Urease wurde bisher nur in einem einzigen tierischen Organ, 
im Kalbsthvmus [Rovere?*)] nachgewiesen. 


Literatur. 
1) Compt. rend. de la soc. de biol. 46, 469—50. 1914. — *) Biochem. Zeitschr. 
schrift 199, 215. 1921. 3) Zit. nach Lévgren, 1. c. 
































Elektroanalytische Untersuchungen am Nervensystem. 


Von 
Rudolf Keller. 


(Eingegangen am 22. Dezember 1921.) 


Die biologische Chemie der letzten Jahrzehnte hat zu den rein che. 
mischen Methoden des vergangenen Jahrhunderts die elektrochemische 
Methodik hinzugefiigt, die namentlich in dieser Zeitschrift eine Reihe 
der interessantesten Resultate veréffentlicht hat. Das Hauptergebnis der 
makroskopischen Bioelektrochemie kann dahin zusammengefaBt werden, 
daB jeder untersuchte biochemische Vorgang, jedes untersuchte Gewebe 
und jeder Zellsaft durch ziemlich eng umgrenzte Voltspannungen gegen- 
iiber einer beliebigen Normalelektrode charakterisiert ist. Als Normal- 
elektrode wurde die Wasserstoffelektrode gewihlt. Die gefundenen 
Millivolt wurden nicht veréffentlicht, sondern dem Vorschlag Séren- 
sens entsprechend der hypothetische logarithmische Wasserstoff- 
exponent py. Die Arbeitshypothese, von der bei der mikroelektrischen 
Untersuchung ausgegangen wird, ist die Vermutung, daB nicht blof 
jedes Organ und jeder Organsaft seine scharfen elektrischen Kon- 
stanten besitzt, sondern dafi diese im groben bereits festgestellte 
Spezifizitat der elektrischen Potentiale sich bis auf die feinsten Ver- 
zweigungen und Organteile, ja selbst auf die ultramikroskopischen 
und amikroskopischen Korpuskeln der kolloiden  Dis- 
persionen erstreckt. Alle diese Teile der Organe oder der Organ- 
ausscheidungen sollen bis auf wenige Ausnahmen bei Exkreten 
charakteristische Ladungen besitzen, die aufeinander abge- 
stimmt sind und ebenso lebenswichtige Funktionen erfiillen wie die 
rein chemischen Potentiale der physiologischen Substrate. 

Im Laboratorium Bethes bat vor einigen Jahren Rohde’) bereits quantitative 
Voltbestimmungen von mikroskopischen Pflanzenzellen mittels der Indikatoren- 
methode unternommen und die quantitative Konstanz der Potentiale  sicher- 
gestellt. 

Die mikroelektrische Methodik, die sich wegen der leichten Schneidbarkeit 
im lebenden Zustande und aus anderen Griinden vorzugsweise mit der Unter- 
suchung pflanzlicher Gewebe beschiftigen muBte, hat sich im Laufe der Jahre so- 
weit verbessern lassen, daB auch tierische Gewebe der ersten Anniherung ihrer 


1) Rhode, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 168, 411. 1920. 
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Ladungsbestimmung zuginglicher geworden sind; die ersten tierischen Anoden 
wurden 1917 von Schulemann in dieser Zeitschrift beschrieben. Als ein Bei- 
spiel fiir den Gang einer derartigen Untersuchung sei das Nervensystem gewablt, 
in der Hoffnung, daB das groBe biochemische und biophysikalische Interesse am 
Nerven genauere Kenner dieses Gegenstandes veranlassen wird, die Resultate 
nachzupriifen und zu verbessern. 

Der naheliegende Einwand, der sich fiir jeden Beurteiler ergibt, ist der, dal 
es eine allzu kiihne Hypothese ist, gewisse Fiirbungen einfach als anodisch oder als 
kathodisch, als positiv oder negativ zu bezeichnen. Darauf ist zu erwidern, daf} 
die gegenwirtig iibliche Beschreibung ,,basischer* und ,,saurer“* Farbungen noch 
unbeweisbarer ist. Die Idee, daB gewisse Farbstoffe basisch oder sauer sind, ist 
bestenfalls auch nur eine Hypothese, und zwar eine rein gedankliche Hypothese. 
die so eingelebt ist, daB man daran vergessen hat, sie durch Experimente zu be- 
griinden. Hingegen ist die Bezeichnung ,,anodische Fairbung* die hy pothesen- 
freie Beschreibung eines experimentellen Tatsachenbildes, namlich 
die Beschreibung, wie sich ein Objekt mit solchen Farblésungen tingiert, die im 
elektrischen Strom (und im Kontrollversuch mit FlieSpapier-Capillaritét) zur 
Anode wandern. Da diese auf leicht nachpriifbaren Versuchen begriindete Ein- 
teilung der Farbstoffe eine bessere Ordnung der Farbungen ergibt, das ergibt sich 
u. a. daraus, daB es mittels der pflanzlichen Objekte als Normalelemente gelungen 
ist, gewisse verbreitete Irrtiimer iiber die kathodische Stromwanderung angeblich 
. basischer* Stoffe aufzudecken und sicherzustellen. Nicht bloB Schulemann, 
auch andere Forscher, die sich griindlich experimentell mit dem Problem befaBt 
haben, z. B. v. Moellendorf, dem man neben zahlreichen eigenen Arbeiten auch 
ein groBes Sammelreferat') verdankt, sind im Verlauf ihrer Versuche von der 
alten rein chemischen Einordnung der Farbstoffe abgekommen. 

Da man jahrzehntelang die Lebenserscheinungen beinahe grund- 
sitzlich mit AusschlieBung der statischen Elektrizitat als 
Kraftfaktor bearbeitet hat, so ist es doch vielleicht niitzlich, daB eine 
neue Methodik alle Anwendungsméglichkeiten dieses in der mikro- 
skopischen Zelle unleugbar stark wirkenden Faktors mit einer ge- 
wollten Beschrinkung oder Einseitigkeit auszuschépfen sucht. Nur 
wenn man diese in kleinen Distanzen in geometrischer Progression 
wirkende Energie mit zu den chemischen, mechanischen und sonstigen 
Energieformen als gleichberechtigten Faktor hinzufiigt, kann man 
hoffen, schlieBlich ein zusammenhingendes Bild des Zellchemismus 
und der Zellphysik zu gewinnen. Man erblickt mit dem elektrisch 
orientierten Mikroskop nicht gerade eine neue Welt, sondern fast nur 
altvertraute Bilder, diese aber in einer neuen, bisher unbekannten 
Ordnung. Zum allgemeinen Verstindnis ist es vielleicht zweckmabig, 
einige physikalisch-chemische Erliuterungen und Betrachtungen vor- 
auszuschicken. 

1. Coulombsches Gesetz. 


Das Coulombsche Gesetz der elektrostatischen Wirkung, gefunden in den 


Jahren 1885-1889 von dem pensionierten franzésischen Oberstleutnant Charles 


Augustin de Coulomb mittels der von ihm erfundenen Drehwage, besagt, dais 


') Ergebn. d. Physiol., 18. Jg. Bergmann, Wiesbaden 1920. 
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elektrisch geladene Kérper sich mit einer Intensitét anziehen (beziehungsweise 
bei gleichnamigen Elektrizitaten abstoBen), die dem umgekehrten Quadrat 
der Entfernung proportional ist. Dieses Gesetz, das in allen physikalischen 
Handbiichern als Grundgesetz der Elektrostatik angefiihrt ist, hat 100 Jahre lang 
eine sehr wenig beachtete Existenz gefiihrt. Es hat es wohl nie jemand bestritten, 
aber es wurde auBerhalb der reinen Physik auch nicht verwertet, da man es gleich- 
sam als ein spielerisches Gesetz fiir Hollundermarkkiigelchen betrachtete. Erst 
die klassische physikalische Chemie, die lonentheorie, die erkannte, da} die che- 
mischen Reaktionen in Lésungen von den elektrisch geladenen Molekiilteilen, den 
lonen, stark beeinfluBt werden, sah sich gezwungen, auf das Coulombsche Ge- 
setz zuriickzukommen. Zu jener Zeit muBte man jedoch die elektrisch geladenen 
Molekiilteile als einfache, nicht weiter differenzierte Kérper auffassen, und es 
schien, da das Experiment rechnerisch nicht mit dem Quadratwurzelgesetz 
Coulombs stimmte. Die experimentellen Tatsachen fiihrten zwar eine ein- 
deutige Sprache nach der Richtung, daB die Coulombkraft in atomarer Entfernung 
unvorstellbar starke Intensitéiten annahm, sicher nach einer Potenz der Nahe 
stieg, nicht aber gerade in quadratischer. Man arbeitete in den achtziger- und 
neunziger Jahren an Formeln der atomaren Anziehung und AbstoBung der Ionen, 
die die Coulombsche Kraft in dritter und vierter Potenz, auch sogar in fiinfter 
Potenz der Nahe steigerten. Aber diese Formeln befriedigten nicht, da sie trotz 
gréBter Kompliziertheit die experimentellen Resultate nicht wiedergaben, ge- 
schweige denn vorausberechnen lieBen; sie waren durchwegs ad hoc-Formeln, dic 
gerade dem untersuchten Fall angepabt waren, aber mit anderen Experimenten 
in Widerspruch gerieten. 

So standen die Dinge, als um die Wende des Jahrhunderts die Erscheinungen 
der Radioaktivitét den Blick in die komplizierte Innenarchitektur des Atoms und 
des Ions eréffneten und ein ganzes Planetensystem von positiven Atomkernen 
und negativen Elektronen, um die Kerne kreisend, erkennen lieBen. Der erste, der 
die Annahme machte, daB das Coulombsche Atomgesetz auch in subatomaren 

intfernungen genau quadratisch gelte, war anscheinend Rutherford [|1911')}. 
Es zeigte sich, da diese einfache Annahme duBerst fruchtbar war. Geiger und 
Marsden?), ebenso C. G. Darwin*), machten eine Anzahl genauer Versuche und 
Berechnungen, und der letztere zeigte, daB die Experimente der ersteren mit keinem 
anderen Gesetz einer Zentralkraft vereinbar sein kénnten auBer mit einem 
dem Quadrat umgekehrt proportionalen. So hat das Coulombsc he Gesetz 
120 Jahre nach seiner Entdeckung die ganze Ultrastruktur des Atoms auf einen 
festen Boden gestellt. Aber auch dieses nunmehr fiir alle erreichbaren Distanzen 
bewiesene Gesetz ergab fiir die weiteren Forschungen der Elektroniker eine Grenze 
bei etwa 10 ~}* cm. Bei diesen Dimensionen gilt es nicht mehr exakt. Auf diese 
Beobachtung griindet sich die Vermutung, daB der positive Kern der Atome von 
dieser GréBenordnung von Billionstel Zentimetern sei und das er nicht einfach 
positiv sei, sondern noch aus positiven Kernladungen und aus negativen Elektronen 
bestehe, eine Vermutung, die auch durch die Kernverainderungen beim radio- 
aktiven Zerfall gestiitzt wird. Jedenfalls aber hat sich ergeben, da} die elektrische 
Ladung des Kerns und der Elektronen die grofe Mehrzahl der physikalischen 
und chemischen Erscheinungen bedingt und daB die wirkliche (Nchwere-)Masse 
des Kerns nur Effekte zweiter und dritter Ordnung bewirken kann. Die schon von 


1) Rutherford, Phil. Mag. 21, 669. 1911; 27, 488. 1914. 

*) Geiger und Marsden, Phil. Mag. 52, 604. 1913. 

3) C. G. Darwin, Phil. Mag., 237, 499 1914. Die hier angefiihrten Zitate 
sind entnommen der Schrift Rutherfords iiber ,,Die Kernstruktur der Atome”. 
Verlag 8. Hirzel, Leipzig 
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Boltzmann prophezeiten und nach seinem Tode entdeckten Isotopen, das 
sind chemische Elemente mit verschiedener Schwere, aber gleicher Elektro- 
struktur, die sich chemisch nicht unterscheiden lassen, sind der Triumph dieser 
Auffassung. 

Auch in der reinen physikalischen Dissoziationschemie der Elektrolyte ist 
man durch die Nichtiibereinstimmungen bei starken Elektrolyten mehr und mehr 
auf die grobe Bedeutung des elektrostatischen Faktors gefiihrt worden. In dieser 
Richtung haben Milner, P. Hertz, Bjerrum!) die klassischen Formeln der Disso- 
ziation erweitert. Eine entscheidende Wendung in der Frage der Anomalie der 
starken Elektrolyte, mit der sich drei Dezennien lang die fiihrenden Molekular- 
physiker nahezu erfolglos bemiiht hatten, brachten die Arbeiten von J. Chandra 
Ghosh. Mit Ghoshs Arbeiten ,,scheint das Problem im wesentlichen trotz ge- 
wisser Bedenken im einzelnen gelést*‘ (Nernst, S. 613). Nernst bezeichnet die 
weitere Verfolgung der elektrostatischen Theorie von Ghosh als auBerst lohnend 
und begriindet die Unterlassung, daB er die neue Auffassung in der jiingsten Auf- 
lage seines bekannten Lehrbuches nicht iiberall durchgefiihrt hat, vielmehr bei 
der alteren Auffassung eines Riickganges der Dissoziation stehengeblieben ist. 
damit, da die Unterschiede beider Theorien meistens innerhalb maBiger Grenzen 
bleiben und da®B eine derart neuartige Auffassung noch eingehender und viel- 
seitiger gepriift werden sollte. Fiir die reine physikalische Chemie bleiben die Un- 
terschiede beider Auffassungen sicherlich in Grenzen, die rein physikalisch-chemisch 
ohne Bedeutung sind. Fiir die Biochemie jedoch, in der die capillardiinnen Elek- 
trolyte keineswegs in elektrisch gleichwertigen Riumen auftreten, sondern 
wahrend des Lebens in Riéumen sich bewegen, die von arteigenen elektro- 
statischen Kraftfeldern gesetzmaiBig durchsetzt sind, ist der EinfluB des elektro- 
statischen Faktors naturgemaéB ein unvergleichlich stirkerer, wahrscheinlich sogar. 
wenn man der mikroelektrischen Analyse vertrauen darf, der starkste Faktor 
iiberhaupt. 

Darf man 140 Jahre nach Coulomb, nachdem dieser sein Gesetz fiir die 
ganze mit freiem Auge sichtbare Welt erwiesen, und nachdem die Ultra-Atom- 
forschung es bis zu den Dimensionen des Billionstel Zentimeters verifiziert hat, 
es tiberhaupt noch als eine Hypothese bezeichnen, daB das Coulombsche Gesetz 
auch fiir Tausendstel Millimeter, fiir die Dimensionen der Zelle gelten muB? Der 
Ideengang fiihrender histologischer Autoritaéten, die alle Farbungsunterschiede, 
die sie in den mikroskopischen Zellen herausbringen, auf Dichte unterschiede 
zuriickfiihren, geht von einem rechnerischen Irrtum aus. Die Teile der lebenden 
Zelle sind durchwegs Kérper, die rund 90°4 Wasser enthaiten und deren Dichte 
von eins nur wenig verschieden ist. Da die Gravitationsanziehung mit der Klein- 
heit der Kérper nach der dritten Potenz (Kubikinhalt) zuriickgeht, so bleibt sie 
trotz des auch fiir die Gravitation geltenden Quadratgesetzes unter dem Mikroskop 
sehr klein, wovon sich iiberdies der praktische Mikroskopiker durch den Augen- 
schein jeden Tag iiberzeugt. Die elektrische Kraft, die sich in der sichtbaren Ent- 
fernung trotz des Vorhandenseins zahlloser mikroskopischer positiver und nega- 
tiver Pole auf Null ausgleicht, ist in der unmittelbaren Nahe der positiven und 
negativen Punkte unvorstellbar groB. Wir miissen also, um zu rekapitulieren, 
daran festhalten, daB die elektrostatischen Krafte, die im grofben und im 
allerkleinsten Atomkern genau quantitativ ermittelt sind und die Experimente 
im voraus berechnen lassen, auch in den mittleren Entfernungen des Zell- 
lebens sehr groB sind, jedenfalls viel gréBer als Schwerekrifte, und daB sie 
infolgedessen die Bewegungen sowohl als die ruhenden Gleichgewichte 


1) Zitiert nach Nernst, Theoretische Chemie, 8./10. Aufl. Enke, Stutt- 
gart 1921. 
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entscheidend beeinflussen. Dies ist keine Hypothese, sondern die bloBe An- 
wendung langst quantitativ ermittelter Grundgesetze auf den Mechanismus de1 
organischen Zellen. 

2. Die ,,Umladung* der Neutralkolloide. 

Eine der sinnfalligsten und am leichtesten anzustellenden Demon- 
strationen der elektrischen Ladung eines Neutralkolloids kann man 
mit den Sulfosiurefarbstoffen vorfiihren (Saurefuchsin, Methylblau. 
Chinablau, Wasserblau). Diese Farbstoffe sind in alkalischer Lésung 
(entfirbt) negativ (zur Anode wandernd), in saurer positiv (zur Kathode 
wandernd), sowohl im Strom, als im Filtrierpapier, als im pflanzlichen 
Testobjekt. Wenn es nicht gleich gelingt, die alkalische Lésung so nahe 
am Neutralpunkt zu erhalten, da die Gewebsanoden wieder deutlich 
farbig herauskommen, kann man nachher ein wenig Siure zusetzen, 
wobei eine Zeitlang das Anodenbild erscheint, der Farbstoff allerdings 
durch die Saure wieder kathodisch wird und das Bild dadurch un- 
scharf wird, sich sogar manchmal, wenn seine Ladungen noch stark 
genug sind, wieder zum Kathodenbild umkehrt. In Tierpraparaten 
gelingt der Versuch sehr schwer, vermutlich wegen der alkalischen und 
reduzierenden Gewebssiafte. 

Dieses Experiment hat eine gewisse allgemeine biochemische Be- 
deutung deshalb, weil die biologischen Kolloide Eiweif, Cellulose, 
Nucleoproteide, Himoglobin, Lipoide entweder direkt neutral oder 
doch sehr nahe am Neutralpunkt sind, gew6hnliche aber in Sauren 
positiv und in Alkalien negativ wandern. Jedenfalls ist ein Stoff wie 
die Rosanilinsulfosiure viel weniger kolloid, viel weniger neutral und 
im alten chemischen Sinn reaktionsfihiger als die Kérperkolloide. Die 
Anderung der Kataphoreserichtung der Kolloide wird iibereinstimmend 
als ,,Umladung der Kolloide’ bezeichnet und auf Adsorption von 
H- und OH’-lonenzuriickgefiihrt. Obzwar sonst in vielen Punkten 
ein klaffender Gegensatz besteht zwischen der eigentlich kolloid- 
chemischen und der ihr entgegengesetzten Richtung, die den Disso- 
ziationsstandpunkt auch bei Kolloiden postuliert, ist diese Vorstellung 
und die darauf beruhende Terminologie unbestritten. Sie ist aber trotz- 
dem in den Tatsachen nicht begriindet. 

Man stelle sich einmal auf den friiher in dieser Zeitschrift!) ver- 
tretenen voraussetzungslosen Standpunkt, daB ein Eiweifimolekiil bis 
zum Beweise des Gegenteils keine Siure ist, sondern ein schon durch 
Umfang und Vielartigkeit seiner Bestandteile im ganzen durchschnitt- 
lich neutral nach auBen wirkendes Riesenkorpuskel (der Einfachheit 
halber wird abgesehen von der kleinen dielektrischen Ladung von etwa 
70 Millivolt gegen Wasser), so wird es in einer alkalischen, mit einigen 
hundert Millivolt an der Grenzfliche positiven Fliissigkeit von selbet 


1) Diese Zeitschr. 115, 135. 1921. 
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relativ negativ erscheinen und wirken, und in sauren, negativen 
Lésungen umgekehrt. Selbst die eingeschworenen Kolloidchemiker 
nennen diesen Vorgang eine ,,Umladung des Kolloids**. Es ist aber 
in Wahrheit eine Umladung des Lésungsmittels, die man vor- 
genommen hat, nicht eine Umladung des Kolloids, dessen Ladung. 
gemessen von einem unveranderten Bezugssystem, in erster Annitherung 
gleichgeblieben ist. 


Freilich beobachtet man vielfach, am deutlichsten bei Kohlesuspensionen 
oder bei Filtrierpapier (das sich bei der Aufladung genau so verhalt wie die Eiweil- 
.Saéuren’'), Adsorptionserscheinungen, namlich die Adsorption geladener Kor- 
puskeln, lonen oder anderer geladener Korpuskeln, an das Kolloid. Diese Tat- 
sache sei keineswegs bestritten, aber sie ist offenbar eine Folgeerscheinung, ein 
sekundires Resultat der gleich von Anbeginn bestehenden Ladungsdifferenz 
zwischen Neutralkérpern und geladenem Lésungsmittel. Die lonenadsorption 
kann keineswegs die Ursache der Relativladung des Kolloids sein, sie muB viel- 
mehr nach einleuchtenden physikalischen Fundamentalgesetzen die urs priing- 
liche Relativladung, die freie Energie zu vermindern  bestrebt sein. 
Der hier verzeichnete Vorgang ist also nicht eine Umladung des Kolloids, sondern 
im ersten Schritt eine Umladung des Wassers. Das Verstandnis fiir diesen 
einfachen Vorgang ist nur erschwert dadurch, daB die biochemische Variante der 
Wasserstoffionenlehre, der die Forschung so viel Neues und Grundlegendes ver- 
dankt, den Charakter der urspriinglichen Negativitaét der Siuren durch die Zwangs- 
vorstellung der positiven Wasserstoffionen verdunkelt hat. Man muB immer wieder 
daran erinnern, dai Wasserstoffionen allein keine Saiurewirkung erzeugen, son- 
dern nur annahernd neutrale Wasserstoffionen in untrennbarer Verbindung mit 
stirker negativen oder weniger positiven Siureanionen, in der Weise, daB niemand 
auch die Wasserstoffionenextremisten nicht den Saiurecharakter anders messen 
oder definieren kann als durch die gemessene Elektro - Negativitat gegen- 
iiber einer normalen Wasserstoffelektrode. Wenn wir auf die experimentellen 
Grundlagen der Wasserstoffionentheorie zuriickgehen, so sehen wir, da die Saéuren 
elektronegativ sind, daB also Neutralstoffe in ihnen relativ positiv sind. Ebenso 
verhalt es sich mit den Hydroxylionen der Basen, die immer positiv sind und Kol- 
loide relativ negativ erscheinen lassen. 

Diese Untersuchung und Zuriickfiihrung auf den einfachen ex- 
perimentellen Tatsachenbestand ist schon aus Nomenklaturgriinden 
wichtig. Neben der hier erwaihnten ,,Umladung der Kolloide’, die die 
Kolloidladung (abgesehen von eintretenden sekundiiren Adsorptionen) 
zunichst objektiv unberiihrt lassen, gibt es nimlich eine wirkliche 
..Umladung der Kolloide*. Wenn man in bestimmtem Mengen- 
verhaltnisse positive und negative Kolloide mischt, so werden sie, wie 
seit langem bekannt, elektrisch gegenseitig entladen und ausgefiallt. 

‘ . - . P is . . = ° 
Gibt man aber das eine Kolloid im UberschuB, so bleiben beide Kolloide 
gewOhnlich in Lésung und das in der Minderzahl vorhandene Kolloid 

e . y ° e Fs P 7 ° 
wird von dem im UberschuB befindlichen adsorbiert (im Ultramikro- 
skop experimentell nachgewiesen) und tatsichlich .,umgeladen’. Bei 
der Elektromikroskopie mit Doppelfarbstoffen erhalt man 6fters solche 
Doppelkolloide, kenntlich an ihrer Mischfarbe und daran, daB sie nur 
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an einen Pol gehen, zum Beispiel eine Mischung von Methylblau in 
schwacher Saure (—) und Aurantia (++), die in einem Mischton (in dem 
das stirkere Blau vorherrscht, zumal Aurantia durch Saure entfarbt 
wird) die Anoden elektiv fairbt. Auch mit viel Pikrinsiure und wenig 
Nigrosin kann man solche tatsitchlich umgeladene Kolloide demon- 
strieren. Nigrosin, das zu den sauren Farbstoffen gezahlt wird, gilt 
als negatives Kolloid, ist aber in verdiinnter Pikrinsiure positiv. 
Offenbar ist die Umladung der Kolloide ebenso wie die Umladung 
des Dispersionsmittels im Organismus, in dem Stoffe aus dem sauren 
Mageninhalt in alkalische Sifte gehen und umgekehrt, eine hiaufige 
Erscheinung und nur deshalb, weil beide Komponenten farblos sind, 
sehr schwer experimentell zu beobachten. Es ist aber uneriiBlich, dic 
beiden verschiedenen Erscheinungen scharf auseinanderzuhalten. 


3. Die Nachbargewebe des Nervensystems. 

Die Untersuchung der elektrischen Ladungen des Nervensystems 
muB naturgemaiB von einem festen Punkf als Bezugssystem ausgehen. 
Als bequemstes Nullpunktsniveau erscheint fiir tierische Gewebe zu- 
nichst das Blut, das gegenwirtig als elektroneutral betrachtet wird, 
da nach den makroskopischen Untersuchungsmethoden der Wasserstoff- 
ionenkonzentration eine Neutralitaét konstatiert wurde, die bei ar- 
teriellem ebenso wie bei vendsem Blut und auch unter pathologischen 
Verhaltnissen sich nur wenige Millivolt von der Voltzahl reinen Wassers 
entfernt. Dieser Nullpunkt empfiehlt sich auch aus zwingenden prak- 
tisch-experimentellen Griinden, da man im lebenden Organismus elektro- 
polare Farben, Suspensionen und Emulsionen bisher gréStenteils nur 
auf dem Blutwege injiziert hat. Ultramikroskopisch betrachtet ist das 
Blut keine einfach neutrale Substanz, sondern unterteilt sich in das 
wisserig-elektrolytische Dispersionsmittel, das schwach positiv ist, und 
in die negativ geladenen Kolloide des Serums und die ebenfalls negativen 
roten und farblosen Blutkérperchen, die zusammen die annihernd neu- 
trale makroskopische Ladung ergeben. Im normalen Organismus 
kommt das Nervensystem anscheinend niemals mit dem Blut in eine 
direkte: Berithrung. Fast an allen Stellen der zentralen und peripheren 
Endpunkte sind andere Gewebe zwischengeschaltet, im Zentralnerven- 
system die Neuroglia, im peripheren die Bindegewebe, Muskelfibrillen, 
Driisen, Sinnesepithelien, deren Elektropolaritit ebenfalls fiir jene des 
Nervensystems von Bedeutung ist. 

Das Bindegewebe, soweit es fiir den Nerven in Betracht kommt, 
tritt in zwei Formen auf, in der des kollagenen Gewebes und in der 
der elastischen Fasern. Wahrend das kollagene Fasergewebe, wel- 
ches die Nerven unmittelbar beriihrt, sowohl im Leben, als im Gefrier- 
schnitt, als im formolfixierten Priparat eine negative Ladung zeigt, 
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sind die elastischen Fasern schwach positiv. Die Positivitit der elasti- 
schen Fasern geht daraus hervor, dab die Lebendfairbung bei starker 
und wiederholter Injektion manchmal die Elastica der Arterien tingiert. 
ferner aus der Farbung mit Methylenblau und anderen Vitalfarbstoffen. 
die nach Injektionen gelegentlich angetroffen werden, Um festzustellen. 
ob auch die charakteristischen Farbungen der fixierten elastischen 
Fasern anodischen Charakter haben, wurden die pflanzlichen Test- 
objekte nach den histologischen Vorschriften fixiert und hierauf ge- 
firbt. Es farbten sich die Anoden sowohl mit Resorcin-Fuchsin 
(Gribler) als mitWeigerts Tinktion fiir elastische Fasern (Griibler), 
Orcein sauer nach Unna (Griibler), ferner mit Kresofuchsin rot. 
mit Pikrofuchsin gelb, sie blieben mit Mallorys Hamiatoxylin, mit 
Osmium, mit Heidenhains Hamatoxylin ungefarbt, verhielten sich 
also ebenso wie die elastischen Fasern. Nur war der Farbton bei 
Resorcin-Fuchsin anders als bei den elastischen Fasern, nicht schwarz- 
blau wie bei den elastischen Fasern, sondern violett. Nach so viel 
Ubereinstimmungen im lebenden und toten Objekt ist wohl eine relative 
Positivitat der elastischen Fasern gesichert. 

Die Betrachtungen und Untersuchungen dariiber, ob die Bindegewebsfaser 
negativ oder positiv ist, werden die physiologischen Chemiker nicht interessieren, 
Dieses Gewebe hat anscheinend nicht einmal chemisches Interesse, Es erscheint 
den meisten als ein chemisch nicht reaktionsfihiges, jedenfalls schwer angreif- 
bares, solides Stiitzgewebe, dessen chemische Tatigkeit mit seiner Bildung nahezu 
erschépft ist, obzwar griindliche Beobachter schon lange mit Nachdruck darauf 
hinweisen, daB das Bindegewebe am chemischen Geschehen des Organismus stiir- 
ker beteiligt zu sein scheint. Renaut sagt, das Bindegewebe sei keineswegs ein 
bloBes Stroma, sondern die gréBte Driise mit innerer Sekretion, die das 
Wirbeltier besitzt; Krehl auBert ahnliche Anschauungen, und auch Abder- 
halden findet diese Vermutung begriindet, ebenso wie Goldmann!), dem diese 
Zitate entnommen sind, Bei der elektroanalytischen Differenzierung des Gewebes 
gewinnt man die Uberzeugung, da8 das Bindegewebe, das die Hauptmasse des 
Kérpers ausmacht, am Stoffwechsel viel stirker beteiligt ist, als man gemeinhin 
annimmt. 

Dies gilt fiir das gewéhnliche Bindegewebe. Die Neuroglia, das spezifische 
Bindegewebe des Zentralnervensystems, ist ebenfalls schon friiher von griind- 
lichen experimentellen Beobachtern als ein Gewebe erkannt worden, ohne das die 
Arbeit der Zentren nicht denkbar ist. Dieser Gedanke ist um die Wende des Jahr- 
hunderts mit Leidenschaft von Bethe*) verfochten worden. Seine Argumente 
blieben wohl unwiderlegt, scheinen jedoch keinen nachhaltigen Eindruck gemacht 
zu haben. Man findet in Werken fiihrender und sonst sehr griindlicher Histologen 
Kapitel itiber das Zentralnervensystem, die die Glia kaum erwiahnen, oder doch 
nur als Stiitz- und Fiillgewebe. Der Ausdruck ,,Fiillgewebe* ist eine bloBe Ver- 
legenheitshypothese. 

Als ich zum erstenmal mit einer scharfen, nicht iiberfarbten elektiven Ka- 
thodenfarbung mit saurem Saurefuchsin ein Neurogliabild mit ausgesparten, 


1) Goldmann, Die aéuBere und innere Sekretion. Laupp. Tiibingen 1909. 
*) Bethe, Anat. und Physiol. des Nervensystems. Thieme. Leipzig 1903. 
Bethe, Die Funktion der Zentren. Ergebn. d. Physiol. Wiesbaden 1906. 
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ungefarbten Ganglienzellen erhielt, war ich davon ebenso befremdet wie jeder, 
der das Zentralnervensystem mit den Augen der geliufigen Theorie zu betrachten 
gewohnt ist, obzwar dieses Bild das direkte Negativ des Anodenbildes (das bereits 
in Unnas ,,Sauerstofforten’ hervortritt), elektrochemisch zu erwarten und auch 
schon 1893 von Kultschitzky und anderen gesehen worden ist. Nichts wire 
nun leichter, als an die reichen Ergebnisse der neuen Elektronenforschung und 
an die mageren Resultate der mikroskopischen Elektroanatomie eine Zahl neuer 
Hypothesen zu kniipfen, um die Lebensvorgiinge elektrochemisch zu erkliren. 
Zu solchen Ausdeutungen wird die Zeit erst gekommen sein, bis die Hauptorgane 
sowohl supravital als im normalen Leben mit positiven und negativen Reagentien 
genau durchforscht sein werden, wahrend gegenwirtig die negativen Reagentien 
sich nicht injizieren lassen, Was man aber heute schon mit ziemlich groBer Wahr- 
scheinlichkeit sagen kann, ist, dafB Bethe Recht behalten diirfte und daB die 
Funktion der Gliazellen und ihrer Ausliufer eine viel lebenswichtigere ist als die 
eines bloBen Stiitz- und Fiillgewebes. Ein so auffallig noch im Tode negatives 
Gewebe mu im Leben noch starker negativ geladen sein, es diirfte zumindest 
Elektronen abgeben und dadurch irgendwie an der Funktion der Nervenzentren 
teilnehmen. Hat man sich einmal mit dieser Méglichkeit abgefunden, so erkennt 
man, daB auch physiologische Griinde ein Zellensystem zwischen den hochempfind- 
lichen Ganglienzellen und ihren besonders zahlreichen Blutkapillaren fordern. 
Die Elektrophysiologie hat festgetsellt, daB man vom ganzen Kérper durch die 
starke gefiBlose Epidermis hindurch die gesetzmaBig schwankenden Elektrizitiats- 
potentiale des Herzens ableiten kann, von ihr ais Elektrokardiogramm bezeichnet. 
Dieses Elektrokardiogramm miiBte die hochempfindliche Ganglienzelle fort- 
wahrend beeinflussen. Die Gehirnzentren miiBten gleichsam in Sekundenkurven 
sehen, héren, fiihlen, denken, Diese Beobachtungen der makroskopischen Phy- 
siologie fiihren schon aus Funktionsgriinden zu der Vermutung, daB zwischen 
Gehirnkapillaren und Ganglienzellen ein selbstindiges Zellsystem mit Zellkern, 
Protoplasmatatigkeit und Atmung geschaltet sein miiBte, welches den langsam 
pulsatorischen Energiestrom — sei er nun chemisch oder elektrisch — auf- 
nimmt, selbstandig verarbeitet und an die Ganglienzellen kontinuierlich 
oder in schnelleren Perioden abgibt. Diese Zellen kénnen nur die Neuro- 
glia sein. 

Die ungefarbten Stoffe des normalen Wirbeltierorganismus, z. B. das Organ- 
eiweiB, kénnen grundsitzlich ebenso zur Elektroanalyse beniitzt werden wie 
die gefarbten Kolloide. EiweiB wandert im schwach alkalischen Serumelektrolyten 
zur Anode. Wir miissen demzufolge nach der aus Firbungsversuchen gewonnenen 
Ubersicht erwarten, daB die Kathodenfliissigkeit eiweiBfrei ist. Tatsiachlich ist 
die Cerebrospinalfliissigkeit, die im Zentralnervensystem den Katholyten 
reprasentieren wiirde, nicht vollstandig, aber nahezu eiweiBfrei und enthalt noch 
nicht genau sichergestellte reduzierende Stoffe, ein Umstand, der allen Unter- 
suchern aufgefallen ist. Selbst das so leicht diffusible Jodanion (zum positiven 
Pol wandernd) geht kaum in Spuren in den Liquor und in das Gehirn, wogegen 
das viel schwerer diffusible Fluorescein sofort im Liquor erscheint. (Fluorescein 
wandert zur Kathode) [de Haan und van Creveld!)]; nach demselben Autor 
wandern die ebenfalls als sauer geltenden Farbstoffe Indigokarmin und Trypan- 
blau nicht in das Gehirnwasser. Beide Farbstoffe sind, wie schon friiher hervor- 
gehoben, wie alle Vitalfarblésungen zur Anode wandernd. Methylenblau, ebenfalls 
anodisch, aber als basischer Farbstoff eingereiht, verhalt sich in diesem Falle wie 
in fast allen praktischen Fallen wie die ,,sauren‘* Anodenfarbstoffe und wie das 


1) de Haan und van Creveld, diese Zeitschr. 124, 172. 1921. 
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Jodanion. Klothilde Meier’) hat kiirzlich die aktuelle Reaktion des Liquor 
untersucht und sie ganz minimal — in der Grékenordnung vom Hundertstel Volt 

basischer gefunden als Blut. Dieser Befund ist vom Standpunkt der Auffassung 
des Liquor als Kathodenfliissigkeit enttauschend, wie alle makroskopischen 
Potentiale quantitativ enttauschen. Wie schon erwahnt, ist die Wasserphase des 
Blutes gesondert von den negativen Kolloiden erheblich positiver zu denken, 
als sie sich im makroskopischen Gesamtdurchschnitt darstellt. 

Die mikroelektrische Analyse laBt als Endkathode des Zentralnervensystems 
nicht den Liquor vermuten, oder die Glia, sondern diese nur als relativ kathodische 
Stufen mit den roten Blutkérperchen der Blutkapillaren als Endkathoden. 
Das diese stark negativ geladen sind, ist langst bekannt, wahrscheinlich im stré- 
menden Blut noch negativer als im Reagenzglas. Diese Vermutung ergibt sich 
daraus, daB die im strémenden Blut fortwihrend von Chlornatrium umspiilten 
Koérperchen nicht nur chlorfrei gefunden werden?) (Muresano) sondern statt 
Natrium das positivere Kalium festhalten. 

Merkwiirdigerweise farbte sich das Plasma der E pend y mzellen des Riicken- 
marks, die direkt mit dem Liquor in Beriihrung stehen, anodisch, statt, wie zu 
erwarten, kathodisch. Wenn sich die Dinge so verhalten, wie hier angenommen 
wird, so miissen eigentlich auch die Wanderzellen des Bindegewebes eine elektro- 
polare Wanderungsrichtung einhalten. Versuche dariiber fehlen. In Riicken- 
marksschnitten und Kleinhirnschnitten kann man beobachten, daB in der unge- 
mein gefaBreichen, stark negativen grauen Substanz die Kapillaren den Ganglien- 
zellen direkt auszuweichen scheinen, obzwar diese den Blutsauerstoff nicht eine 
Sekunde entbehren kénnen. Immer ist zwischen Ganglienzellen und Kapillaren 
das ,,Bindegewebe des Zentralnervensystems, der Gliazelle zwischengeschaltet, 
so wie auch der periphere Nerv niemals mit BlutgefaBen direkt in Beriihrung zu 
sein scheint. GewiBheit iiber diesen Punkt kénnten Untersuchungen mit binoku- 
laren Mikroskopen bringen. die sich mit diesem interessanten Gebiet befassen 
wiirden. 

Die Kapillarendothelien farben sich nicht ganz gleichmaBig, was schon 
den Injektionsfarbern aufgefallen ist. Wiahrend sie — besonders durch die gefirb- 
ten Blutkérperchen — im Hirn, Riickenmark und in der Netzhaut des Auges 
als Kathoden hervortreten, verhalt sich das Endothel der Milz, Lymphdriisen, 
Nebenniere, Leber (Kupfersche Sternzellen), des Knochenmarkes und der Be- 
grenzungsraume des miitterlichen Blutes im Uterus, ferner des Vorderlappens 
der Hypophyse anodisch. Erwihnenswert ist noch, dai bei den kernhaltigen 
roten Blutkérperchen niederer Tiere der Kern anodisch, das Plasma kathodisch 
polarisiert. 

Der Versuch, auf dem Blutwege leicht nachweisbare Kationen 
wihrend des normalen Lebens zu injizieren, scheitert an der Giftigkeit 
der Schwermetallkationen, ferner daran, dab Farbstoffe, die zur Ka- 
thode wandern, z. B. Wasserblau, sich im Serum. auf anodischem Wan-. 
derungssinn ,,umladen‘’, so das man keine eindeutigen Resultate erhalt. 
Bei solchen Versuchen, bei denen die Tiere rasch zugrunde gehen, sieht 
man nur, daB die rotefi Blutkérperchen sich auffallig katho- 
disch firben, hier und da, an méglicherweise schon pathologischen 
Stellen, auch die Wande der Capillarendothelien der HerzgefaiBe, diese 
aber viel schwiicher als die stark negativen Blutkérperchen. 


1) Clothilde Meier, diese Zeitschr. 124, 137. 1921. 
2) Muresanu, disee Zeitschr. 124, 114. 1921. 
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Wenn durch dieses System ein konstanter Strom flieBen wiirde, so wiirden 
die festgestellten oder vermuteten elektrochemischen Ladungen sich zu einer plau- 
siblen Annahme verarbeiten lassen. Ein solcher Strom miiBte aber in den elektro- 
lytischen kolloidreichen Medien riesige Stoffmengen, Eiweibe, Zucker, Lonen, 
Elektronen, mit sich fiihren, wovon man niemals experimentell ein Anzeichen be- 
merkt hat. Selbst wenn der Ruhestrom der peripheren Nerven das ,,leichteste 
Element** mit sich fiihren wiirde, negative Elektronen mit dem Atomgewicht 
0,0005 (Nernst), so ist dies schwer mit den physiologischen und anatomischen 
Tatsachen zu vereinbaren. Jedenfalls wire der Nerv dann ein Element, wie die 
elektrochemische Technik es gegenwirtig noch nicht kennt. 


4. Methodik. 

Die mikroskopische Elektroanalytik ist zuerst angewendet worden von 
W.Schulemann}), der von der Blutseite aus die positiven Punkte darstellte. Altere 
Versuche amerikanischer und englischer Experimentatoren hatten keinen einwand- 
freien Erfolg. Meine Methoden sind kurz dargestellt in einem 1919 geschriebenen 
Aufsatz ,,Elektroanalytische Untersuchungen?) und in meiner Monographie 
,,.Elektrohistologische Untersuchungen‘*). Hier sei nur kurz erwahnt, daB voll- 
kommen sichere Resultate zunichst vorzugsweise an nicht protoplasmatischen 
Geweben von robuster Festigkeit erhalten wurden, bei denen ihrer Natur nach, 
z. B. bei dem verkieselten Sklerenchym der Pflanzen, beim Holzgewebe, bei der 
Endodermis der Wurzeln, bei der Knorpelmasse der Tiere eine Mitwirkung chemi- 
scher Reaktionen von vornherein aéuBerst unwahrscheinlich erschien, dann aber 
auch durch den ausnahmslos eindeutigen Ausfall der Experimente mit Hunderten 
verschiedener positiver und negativer Lésungen sich als tatsiichlich nicht vor- 
handen erwies. Die aufgezihlten Substanzen verhalten sich unter allen Umstan- 
den, selbst nach Abtétung durch Erhitzen, Formol, Alkohol, Brechweinstein usw. 
als anodisch, d. h. als zur Anode wandernde negative Korpuskeln anziehend, also 
positiv. Nicht so rein jedoch fallen die Versuche aus mit lebendem protoplasma- 
tischen Gewebe. Dieses enthilt fliissige, reaktionsbereite chemische Stoffe, die aber 
nicht immer so sehr stéren; es antwortet jedoch jedes Protoplasma méglicherweise 
auf chemische Einwirkungen durch Farblésungen mit Erregungserscheinungen 
elektrischer Natur, die die Resultate der Elektroanalyse nur mit groBer Vorsicht 
bewerten lassen. Man wei nicht, ob man in den starker angreifenden Lésungen 
noch normal elektrische Zellen vor sich hat. 

In Pflanzen, die keinen Kreislauf haben, wie die héheren Tiere, muB die Wan- 
derungsrichtung der positiven und negativen Partikelchen ausnahmslos mit der 
Regel stimmen, daB die Indikatoren an den positiven Polen siurefarben, 
an den negativen basenfarben werden, sofern es iiberhaupt gelingt, die 
Indikatorenfarbstoffe unveriindert, unoxydiert oder unreduziert an beide Pole zu 
bringen. Wenn in einem einzigen Fall an einer Anode ein Indikator in die 
Basenfarbe umschlagen wiirde, so wire damit die ganze elektroanalytische Me- 
thodik widerlegt. 

Zu den Indikatoren gehéren viel mehr Farbstoffe, als man gewéhnlich in den 
Tabellen findet. Die Anwendung ist dadurch einigermaBen eingeschrankt, dab 
die biologischen Anoden selten mehr als 0,1 Volt, héchstens 0,2 Volt auf der Saure- 
seite des Wasserneutralpunktes liegen. Die Kathoden scheinen starker zu sein, 
doch ist die Bestimmung schwierig, da die biologischen Kathoden die Farbstoffe 
im frischen Lebenszustand gewoéhnlich reduzieren und entfarben. Bei Indikatoren- 


1) Arch. f. mikroskop. Anat. 79. 1917. 
*) Arch. f. mikroskop. Anat. 95, Abt. I, 8S. 117. 1921. 
8) Prag-Smichov Verlags-Gesellschaft Roland 1921. 
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firbungen kann man mit stark konzentrierten Lésungen arbeiten, da es nicht 
darauf ankommt, festzustellen, welche Zellteile den Farbstoff elektiv anziehen. 

Uber empirische Methoden laBt sich wenig Sicheres angeben. — Die Lésun- 
gen sind von Griibler bezogen bis auf Mallory-Haimatoxylin, Weigerts Tinktion 
fiir elastische Fasern, Mucikarmin, die von Leitz herriihren, und das Methylgriin- 
Pyronin (Pappenheim), das von Merck stammt. Eine empirische Mischung im 
elektrochemischen Sinne ist eine Farblésung, die, auf die eingangs erwahnten 
Pflanzenschnitte als Normalelement angewendet, und durch Kapillarelektrizitat 
oder Versuche unter Gleichstrom nachkontrolliert, bestimmte Elektroden, positive 
oder negative heraushebt. Die Griinde dieser Erscheinung sind, besonders im fixier- 
ten Praiparat, nicht immer klar. Es scheint, daB irgendwie eine Nachwirkung 
der elektrischen Entladung beim Absterben gewisse oxydierende oder reduzierende 
Stoffe an positiven und negativen Polen ansammelt, die direkt oder indirekt dic 
Art der normalen Pole im Leben erkennen lassen. 

Die Untersuchung lebender Zellen muB deshalb mit méglichst verschiedenen, 
von einander unabhingigen Methoden vorgenommen werden, mit wiisserigen 
Lésungen saurer, basischer und neutraler Natur, mit verdiinnten und konzen- 
trierten Lésungen, da osmotische und Permeabilitétsunterschiede zweifellos mit- 
wirken; die verschiedene Permeabilitat mu8 in gewissen Versuchsreihen durch 
gleichmaBiges Behandeln aller Praparate frische, lebende Schnitte mit gedff- 
neten Zellen — ausgeschaltet werden. Es ist ohne weiteres klar, daf ein Feld von 
positiven und negativen Polen wie das Innere der Saéugerniere sich anders dar- 
stellt in den Kurzschlu8praparaten der Schnittfarbung und anders beim Eindrin- 
gen derselben Farbstoffe von der Blutseite durch Injektion oder etwa von der 
Harnseite oder von den LymphgefiaBen aus, in die unverletzten, isolierten Zellen. 
Die einzelnen Methoden, von denen viele sich in voneinander unabhangigen Va- 
rianten unterteilen, gliedern sich in folgende Hauptgruppen: 

1. In Salzlésungen, Eisenchlorid, Kupfersulfat, Jodjodkalium usw., das sind 
nach Wo. Ostwalds Terminologie ionendisperse Stoffe, dissoziierte Molekiil- 
halften, von denen nach den bekannten Fundamentalgesetzen die Metallkationen 
an der Kathode erscheinen, die Saiureanionen an der Anode. 

2. In kolloide Lésungen, nach obiger Terminologie kolloid disperse Ver- 
teilungen. Diese Stoffe wandern in der Mehrzahl der Fille nicht, wenn sie basisch 
sind, zur Kathode, wenn sauer, umgekehrt, sie wandern, nicht von ihrem inneren 
chemischen Konstitutionscharakter bewegt, sondern von ihrer Oberflichenladung. 
Diese in allen Handbiichern unrichtig dargestellte Regel aufgefunden zu haben, 
ist ein Ergebnis der biologischen Elektrohistologie, die auf diesem sehr schwie- 
rigen und sehr kontroversen Gebiet sich zum ersten Male bewihren konnte. In- 
zwischen ist die Anodenwanderung kolloider Basen, auch von anderen Unter- 
suchern bestitigt worden’). 

3. Oxydations- (Anoden) und Reduktionsorte (Kathoden). Eine 
Methode der Oxydationsorte ist Unnas R. W. (farblos reduziertes Methylenblau), 
das sich an den positiven Polen (Anoden) blau niederschligt. Reduktionsorte 
tingiert die bekannten Saure-Osmiummethode der Histologen. (In basischen 
Lésungen wandert der kolloide Osmiumniederschlag bisweilen kolloid dispers 
auch zur Anode.) 

4. Indikatorenfarbstoffe, deren Basenfarben anders sind als ihre Saure- 
farben, miissen unter allen Umstinden an den Kathoden alkalische, an den Anoden 
saure Firbung zeigen. Dies ist auch ausnahmslos der Fall. Die Histologie nennt 
die Indikatoren metachromatische Farbstoffe. 


1) Keller, Zeitschr. f. physikal. Chem. 98, 338. 1921. — Traube, diese 
Zeitschr. 120, 117. 1921. —- Traube u. Klein, Koll.-Zeitschr. 29, 241. 1921. 
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5. Mischfarbenundempirische Methoden. Die Betrachtung der Bilder 
der Fixationshistologie hat, wie schon erwahnt, ergeben, daB in dem toten, ge- 
hirteten Gewebe elektrische Pole des lebenden Gewebes bisweilen nachwirken. 
Aus diesem Grunde wurden die Testobjekte, deren elektrische Konfiguration sicher 
feststand, nach den gebrauchlichen Beizungen, Hartungen und Farbungen be- 
handelt, wobei sich einige empirische Regeln ergeben haben. So tingieren z. B. 
Delafields, Mallorys, Heidenhains, Haimatoxylin Kathoden, Weigerts Reagens 
fiir elastische Fasern Anoden, Pikrokarmin gelb (-+-), rot (—), Pappenheims Methy]l- 
griin (—) = Pyronin (+-), van Giesons Pikrosiurefuchsin gelb (+-) rot (—), Unna- 
Golodetz NV (Neutralviolett extra) blau (—) rot (+-) Mucikarmin (—). Die elektro- 
chemischen Griinde dieser Regel sind nicht in allen Fallen klar und die Ergebnisse 
aus diesem Grunde unsicher. Auch ergeben sich einzelne Unstimmigkeiten, viel- 
leicht infolge von Variationen beim Fixieren und Hirten. 

6. Makroskopische Nachpriifung mit den groBen elektrischen Meb}- 
instrumenten bzw. Vergleich mit den bekannten Ergebnissen der makroskopischen 
Elektrophysiologie. Auch diese Methode ist mit Unsicherheit behaftet und fiihrt 
leicht zu Tauschungen, da in der Natur sehr selten groBe, sicher greifbare Flachen 
vorhanden sind, die gleichnamig geladen sind. Selbst ein so einfacher, gleichartiger 
K6rper wie der Pollenstaub der Pflanzen hat eine recht differenzierte Oberflaichen- 
ladung. 


Im einzelnen liBt sich also gegen die Methodik manches einwenden, zumal 
gerade die interessantesten Objekte, vor allem die Kernelemente, sich lebend 
schwer farben lassen, im ganzen aber gewinnt man bei vorsichtiger Abschatzung 
der Fehlerquellen durch Vergleich verschiedener Farbungen doch ein anniherndes 
Bild der hauptsichlichsten Anordnung der elektrischen Petentiale. Die unsicherste 
Methode ist die empirische Methode, jene, die aus dem Ausfall der Testobjekte 
aus der Erfahrung mit Vitalfirbungen und Fixationsfairbungen Regeln fiir die 
Betrachtung jener Gewebe zieht, die sich lebend nicht firben lassen, vor allem 
der Kerne. 

Die Behandlung der Testobjekte. Blattquerschnitte von Flieder, Rob- 
kastanien, Schwertlilien, Gladiole, im Winter Kamellie, werden zur ione ndis per- 
sen Salzfairbung beispielsweise auf 5 Minuten in Weigerts B-Lésung (Eisen) fiir 
Haimatoxylin gelegt, dann gewaschen und in ein paar Minuten in 2 proz. Ferro- 
cyankaliumlésung gelegt, die zur Erzielung einer schéneren Farbung mit einem 
Tropfen konz. Salzsiure auf den Kubikzentimeter Lésung angesiinert werden kann, 
Es erscheinen hierauf elektiv blau die Kathoden. Die Beniitzung der Metall- 
lésungen der Histologen ist von Vorteil, weil sich erfahrungsgemaB die Strukturen 
darin am besten halten. Es wirken jedoch beliebige Konzentrationen in der glei- 
chen Richtung. 

Zur Kolloidfarbung werden Teerfarben verwendet, die im Stromfeld und 
nach der Kapillarregel') auf ihre Wanderungsrichtung im elektrischen Strom unter- 
sucht worden sind, Durch Séurezusatz werden Neutralkolloide in der Regel katho 
disch, durch Basenzusatz anodisch. So z. B. ist Saiurefuchsin, ein allgemein nicht 
zu den Kolloiden, sondern zu den Salzen gerechneter Farbstoff, sowohl im Test- 
objekt, als im FlieBpapier-Kapillarstreifen, als im Stromfeld in Saiure und in starker 
Konzentration kathodisch, ebenso in Alkohol, dagegen in Basen und im Wasser 
stark verdiinnt anodisch. Man darf nur so viel Base zusetzex. das der Firbstoff 
gerade auf Rosa entfirbt wird. Sonst erscheinen die Anoden gar nicht, oder durch 
Alkali miBfarbig entfairbt. 


1) Diese Zeitschr. 115, 134. 1921; Zeitschr. f. physikal. Ci.cm. ¢ 4, 340. 1921. 
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5. Morphologische Verteilung der Elektrizitiitspotentiale. 

Der periphere Nerv der héheren Wirbeltiere besteht gréBtenteils 
aus markhaltigen Fasern. Schon beim Frosch hat man in jenen Nerven, 
die sich zum Schneiden eignen, fast nur markhaltige vor sich. Das 
Mark tritt nur zuriick unmittelbar vor dem zentralen Ursprung in den 
Ganglienzellen, ferner knapp vor der Aufsplitterung oder Aufplattung 
an den peripheren Enden, ferner an den zahlreichen Ranvierschen 
Schniirringen. Im allgemeinen bestehen die Nerven der héheren Tiere, 
von innen nach auben aufgezihlt, aus folgenden Elementen: 


Neurofibrillen (+-) zusammen Achsen- 
Interfibrillarsubstanz des Achsenzylinders | zylinder (an Quer- 
(verringert + , oder schwach —) | schnitten auch 6Ofter 
Markscheide (stark —) schwach kathodisch) 
Schwannsche Scheide (different geladen J Scheiden 

aihnlich wie gewohnliche Zellen) \ 


Gewohbnlich treten ein Biindel von Achsenzylindern und Zylinderscheiben gemein- 
schaftlich auf und werden je nach der Dicke von einer oder mehr bindegewebigen 
(schwach negativen) Scheiden mit BlutgefiBen zusammengehalten. Die auBerste 
Oberfliche eines Nervenbiindels scheint eine ganz diinne anodische Lage zu haben. 

Aus der Literatur der Nervenfirbungen und aus Macallums Versuchen 
ging hervor, daB die Markscheide besonders an der Seite gegen den Achsen 
zylinder negativ geladen sein mubte. Zunichst farbt sie sich mit Osmiumsiure 
schwarz, ein Bild, das zu den geliufigsten der histologischen Handbiicher gehért. 
Nun ist wohl Osmiumsiaure ein gutes Kathodenreagens, insbesondere in saurer 
Lésung (in alkalischer erhalt man hie und da mit Os O* auch diffuse und sogar 
anodische Farbungen), aber man kénnte diesen Versuchsausfall dem Fettgehalt 
der Markscheide zuschreiben, der auch mit anderen Reagentien hervortritt, die 
zugleich Fettfarbstoffe und Kathodenfarbstoffe sind, z. B. mit Sudan IIT in Alkohol. 
Aber auch mit anderen kathodischen Mitteln, mit Hamatoxylin, mit Delafields 
sowohl als Mallorys, mit saurer Karminfarbung und mit Macallums Kobaltsulfid, 
einem elektiven Kathodenreagens, farbt sich nur die Markscheide, und zwar, wie 
erwihnt, mit letzterem Mittel am starksten in der am Achsenzylinder anliegenden 
Schicht. Viel beweisender fiir den kathodischen Charakter der Markscheide ist ihr 
Farblosbleiben beim Injizieren von Methylenblau, Bismarckbraun, Toluidinblau 
in das lebende Tier. Hierbei farbt sich ausnahmslos nur der Achsenzylinder und 
die Markscheide bleibt ungefirbt, da die Farbungen des vollkommen lebenden 
Gewebes untereinander elektrohistologisch ausnahmslos iibereinstimmen, 
was bei meinen Fixationsfirbungen nicht der Fall ist. 

Man konnte mit voller Sicherheit erwarten, daB die iibrigen fiir die elektrische 
Firbung besonders ausprobierten Mischungen sich bei diesem offenbar stark 
geladenen Objekt deutlich abheben werden. Das war jedoch nicht der Fall. Frische 
Nerven sind, namentlich im Langsschnitt, sehr schwer mit dem Gefriermikrotom 
zu schneiden. Die weiche, fettig-gallertige Markscheide flieBt bei jedem Schnitt 
aus den Schnittstellen heraus, bildet charakteristische Myelinfiguren und iiber- 
zieht das ganze Priparat, auf diese Weise distinkte Farbungen sehr erschwerend. 
Wohl wurden die Myelinfiguren des Marks mit kathodischem Saurefuchsin (mit 
einem Tropfen Salpetersiure ganz schwach angesiuert) tief violett und heben sich 
vom iibrigen Praparat ab, allein die noch in den Biindeln verbliebenen Mark- 
scheidereste wollten sich nicht deutlich farben. Auch im Formol-fixierten Pra- 
parat, das an und fiir sich nicht so beweisend ist fiir normale Lebensladungen 
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waren die Resultate nicht eindeutig. Der Gegenversuch mit anodisch polarisiertem 
Saurefuchsin (mit ganz schwachem, gerade nur noch entfarbendem Ammoniak) 
gelang nicht, wie iiberhaupt lange nicht bei Tieren, deren reduzierende alkalische 
Safte das Saurefuchsin auch noch an den Anoden zu entfarben scheinen. Weitere 
Versuche mit Eisen und Ferrocyankalium, Eisen und Schwefelammonium, brach- 
ten ebenfalls keine klare Entscheidung. SchlieBlich zeigte es sich durch einen Zu- 
fall, daB in Formol einige Tage fixiertes und sehr lange gewiissertes Material die 
Markscheide negativ demonstrieren laBt. Es wurden die distinktesten Priaparate 
erhalten mit dem Riickenmark eines Meerschweinchens, das nach Formolhartung 
nicht weniger als 8 Tage gewiissert worden war. 

Nach einigen MiBerfolgen lieBen sich die meisten kathodischen Farbungen in 
Langsschnitten an der Markscheide demonstrieren, hie und da Negative mit 
einigen Anodenfarbstoffen erzeugen. Dagegen gelang es nicht, durch Uberfiirbung 
mit Indikatoren einen deutlichen Farbenunterschied zwischen Markscheide (basisch) 
und Acsenzylinder (sauer) hervorzubringen. Mit Safranin und Neutralrot wurden 
wohl die Achsenzylinder siurefarben, aber die Markscheiden heben sich nicht davon 
ab, sondern erschienen in einer unsicheren diffusen Ubergangsfarbe. Oder man er- 
halt mit Safranin wohl die Markscheide orangegelb (kathodisch), aber der Achsen- 
zylinder hebt sich nicht deutlich in der erwarteten fleischroten Niiance davon ab. 

Man kénnte vielleicht die anodische Modifikation der Sulfosiurefarbstoffe 
(also z. B. Fuchsin 8 in Ammoniak) als Indikator ansehen, da dieser in der Mark- 
scheide farblos bleibt wie in einem basischen Milieu, aber die richtigen Indikatoren 
mit zwei deutlichen Farben versagten. Es ist nicht ausgeschlossen, daB Nach- 
untersucher mit starkeren Mikroskopen einen besseren Erfolg erzielen werden. 

Die Nerven wurden mit folgenden Farbstoffen untersucht: Kathodische: 
Weigerts Eisenlésung und Schwefelammonium, van Gieson, Macallum, Delafield, 
Berlinerblau, Osmiumsiure, Sudan Il; anodische: Methylenblau, Toluidinblau, 
Bismarckbraun, Brillantgriin, Indophenol, Aurantia, Methylviolett u. m. a. 

Wie im makroskopischen Praparat der Physiologen ist der Querschnitt immer 
negativer als der unangeschnittene Nerv. Auf vielen (kathodisch iiberfarbten ’) 
Querschnitten erscheint der Achsenzylinder ganz dunkel. Man sieht dies auch 
an den Bildern der Handbiicher. 

Was die Farbung der Ganglienzellen anbelangt, so fiel diese bisher nicht 
eindeutig aus. Im Kathodenbild mit angesiuertem Fuchsin 8, Methylblau, 
Chinablau, Wasserblau, kamen an Formolschnitten des Riickenmarks von Kanin- 
chen zuniachst die Gliazellen und ihre Fortsitze auffallend heraus und machten 
die Bilder undeutlich, an Anodenbildern fallen schon in Unnas erwahnten Arbei- 
ten, ebenso bei Macallum die stark anodischen Ganglienzellen auf. Dieses, den 
Histologen aus den Fixationsbildern gelaufige Bild wird in der Sprache der Histo- 
logen als ,,Chromatinarmut** des Ganglienzellkerns registriert, eine Anomalie, 
die diesen Kern, ebenso den unbefruchteten Eikern und den Kern der roten Blut- 
korperchen niederer Wirbeltiere von den Kernen der somatischen Zellen abbebt. 
In meinen Anodenbildern, Neutralrot (Himbeer-Nuance), Methylviolett, Safranin, 
Brillantgriin, Anilingriin treten die Ganglienzellen auffallig hervor, Kontrastbilder 
mit Saurefuchsin (anodische Variante; in Ammoniak) gelangen schlecht. Die vor- 
handene ialtere Literatur, die in Bet hes!) Werk zusammengefaBt ist, ergibt zum 
Teil Ubereinstimmung, zum Teil Wiederspriiche. 


1) Anatomie und Physiologie des Nervensystems. Thieme. Leipzig 1904. 
Sethe zeigt, daB schon ziemlich schwache Siurezusiitze die Farbung der Neuro- 
fibrillen (in meiner Nomenklatur ihre relative Positivitat gegeniiber dem Mark) 
verhindern. Vielleicht ist dieser Umstand die Ursache der unbefriedigenden 
Kathodenbilder sauer fixierter Priparate. 
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Die Untersuchung von Formolpriparaten des Ischiadicus von Kaninchen 
mit starkeren VergréBerungen férderte die Schmidt-Lantermannschen 
Einkerbungen der Markscheide zu Tage, die sich besonders an der AuBenflaiche 
dieser kelchartigen Bildung deutlich a nodisch farbt. Diese Struktur, die in allen 
Histologien abgebildet ist, besteht groBtenteils aus Unterbrechungen der Mark- 
scheide, die in den Osmiumbildern der Handbiicher wei gezeichnet sind, also 
auch hier positiv sind und erschien zum ersten Male in einem Delafields Himato- 
xylin-Aurantia-Praparat, und zwar gelb, also positiv. Spiter gcelang es, sie auch 
mit Safranin, mit alkalisch entfarbtem (gelblichem) Neutralrot (Anodenfiarbung), 
mit Martiusgelb und anderen Farbstoffen deutlich herauszubringen. Es ist ein 
System von schlanken, parallel ineinander gestellten blumenihnlichen Kelchen, 
deren Stil der Achsenzylinder des Nerven bildet. Auf einige parallele Kelche folgen 
immer, wie von ihren Entdeckern beschrieben, einmal zwei mit dem offenen Ende 
einander gegeniibergestellte Kelche. Alle reichen vom Achsenzylinder bis zur 
Oberflaiche der Nervenfaser, durchbrechen also die Markscheide vollstandig. Trotz- 
dem scheinen sie sich nicht von auBen zu farben, sondern durch die Schnittflaichen. 
Nur in der Nahe dieser sind sie deutlich elektiv gefairbt. Auch bei der Methylen- 
blaufirbung tritt der Farbstoff immer bei den Ranvierschen Schniirringen 
ein, niemals bei den Schmidt - Lantermannschen Einkerbungen der Mark- 
scheide. 

Die Ganglienzelle sieht elektrohistologisch etwa folgendermaBen aus, von 
innen nach auBen: 

Kernkérperchen farbt sich — und —, enthalt wahrscheinlich 

positive und negative Elemente 
POORER as AAAI are 
Kernchromatin, ungewéhnlich wenig vorhanden 
Kernmembran . ehubereighteltnan wateakeh ere ticae nite 
Granula des Plasmas (Nissl-Granula oder Tigroid) ; 

(vermutlich Grundmasse negativ mit positiven Randschichten) 
UME ae Sal tals Mle ce Pare e bw ele Ae 
Interfibrillensubstanz, neutral oder schwach kathodisch 

Mit diesem Bilde, das sich aus den zahlreichsten gelungenen Farbungen ergibt, 
alierdings nur an totem Material gewonnen, stimmt es nicht, da die Nissl-Granula 
sich vorzugsweise mit Methylenblau fairben, nocb dazu mit Metbylenblau in vene- 
zianischer Seife, also einem typischen Anodenreagens. Auch erhalt man auf dem- 
selben Formolpriiparat verschieden gefairbte Ganglienzellen. Die vorstehenden 
Polaritaéten beziehen sich auf die Purkinjezellen des Kleinhirns und die multi- 
polaren Ganglienzellen des Riickenmarks am Meerschweinchen und Kaninchen. 

Sinnesepithelien, Nervenzellen und auch gewisse periphere Nerven wie der 
Sehnerv lassen nach ihrer mikroelektrischen Struktur vermaten, daB sie Energie- 
Multiplikatoren sind, die in wesentlichen Kennzeichen den Kathodenvakuum- 
réhren (auch Elektronenréhren, Gliihkathodenréhren genannt) der Funkentele- 
graphie ahneln. Sie haben die Aufgabe, eintreffende minimale Arbeitsenergien zur 
Steuerung eigener Energiestréme so zu verwenden, da die notwendigen betricht- 
lichen Reizenergien den Weg zu den Erfolgsorganen freigemacht erhalten. Wabrend 
die minimale ,,Alles oder Nichts‘‘-Reizenergie des Nerven an Tausendstel Kalorien 
annaihernd heranreichen diirfte, kommen beispielsweise in der Netzhaut des Auges 
nur Wellen mit Quadrillionstel Kalorien Energie an. Die notwendige Energie 
liefern die kathodischen roten Blutkérperchen durch die ebenfalls kathodische 
Neuroglia und durch das Bindegewebe. Die Kathodenvakuumroéhren sind ebenso 
wie die Nervenzellen Gleichrichter, das heiBt, sie machen nur Energiestréme der 
einen Richtung nutzbar. 
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6. Injektions- oder Schnittfiirbung. 

# In meiner jiingsten Monographie ,,Elektrohistologische Untersuchungen“ 
habe ich in der Einleitung mit Nachdruck hervorgehoben, da8 man zunichst nu: 
Schnitte elektrohistologisch analysieren kann, weil nur diese annaihernd gleich 
maBige Zutrittsverhaltnisse fiir die Farbstoffe erméglichen und den Faktor der 
verschiedenen Permeabilitat und der verschiedenen Zirkulationszuginge aus- 
schalten. Man darf jedoch nicht iibersehen, daB diese Methode ihre starken 
Schattenseiten hat. Sie ist unerlaBlich fiir den vom elektrischen Faktor der 
Firbung noch nicht voll Uberzeugten, sie allein zeigt, daB chemisch heterogene 
Stoffe, wenn sie nur den gleichen elektrischen Wanderungssinn haben, fast aus- 
nahmslos identische Bilder ergeben (Schulemann, Evans, v. Moellendorff), 
chemisch identische Stoffe mit entgegengesetzter elektrischen Wanderungssinn 
jedoch Kontrastbilder. Wenn man sich, am besten an den pflanzlichen Test- 
objekten, erst einmal davon iiberzeugt hat, daB der elektrische Faktor der Lebend- 
farbung offenkundig der starkste Faktor ist, so muB man mit Vorteil auf die alteren 
Injektionsmethoden der Histologen und Physiologen zuriickgehen, um ein Bild 
der Elektrizitatspotentiale im lebenden intakten Organismus zu gewinnen, 
dessen Isolationen noch nicht durchschnitten und kurz geschlossen sind. Was 
wir in Schnitten an Farbungsverteilungen elektrisch orientierter Lésungen vor 
uns sehen, ist also in elektrischer Beziehung ein Artefakt. Er ist fiir den 
Mechanismus des Zellebens nur so weit verwendbar, als er durch Farbungen im 
Wege der natiirlichen Elektrolytbahnen des Kérpers bestatigt wird. Der ver- 
storbene Heidelberger Histologe Arnold, den man wobl als den Klassiker der 
Vitalfirbung bezeichnen kann, nannte Vitalfarbung nur die Injektion in 
dem lebenden Kérper. Die Farbung noch so frischer, scheinbar lebender Schnitte, 
nannte er supravitale Farbung. 

Der Zweck der elektroanalytischen Untersuchung frischen Gewebes ist schlieB- 
bch nicht der, zu beweisen, wie stark der elektrische Faktor der Bilderzeugung 
ist, da dies fiir jeden, der sich nur einigermaBen mit dem Gegenstand vertraut 
macht, unmittelbar einleuchtend ist, sondern der, eine Vorstellung von den Stré- 
men und Ladungen der lebenden Zellen zu gewinnen, was nur dadurch erméglicht 
wird, daB die natiirlichen elektrischen Isolierungen der Zellen und Zellteile nicht 
zerstért werden. Anders ausgedriickt: auch wenn im normalen Organismus elek- 
trische Stréme, nicht bloB statische Ladungen vorhanden sind, so kénnen diese 
in Schnitten nicht nachgewiesen werden. Was wir in Schnitten an erkennbaren 
elektrischen Potentialdifferenzen nachweisen, sind zunichst nur guerickistische 
Ladungen, und zwar Artefaktladungen, da der Schnitt Teile in elektrischen Kon- 
takt bringt, die im Leben gegen eine Beriihrung durch undurchdringliche Zwischen- 
kérper gegenseitig geschiitzt sind. 

Ein volles objektives Bild der Lebensladungen und Lebensstréme laBt sich 
naturgemaéB nicht durch eine einseitige Injektionsmethode gewinnen. Da wir 
beispielsweise die Elektrostruktur des Zentralnervensystems beobachten wollen, 
so miissen wir nicht blo8 vom Blutkreislauf aus anodische und kathodische Reagen- 
tien einfiihren, wir miissen auch von der Lymphseite, von der Hautseite und wo- 
moéglich noch von einer dritten Seite aus, z. B. in der Niere vom Harnleiter aus 
positive und negative Farbstoffe injizieren, wenn wir uns eine annihernde Klar- 
heit tiber die Elektrohistologie des betreffenden Gewebes verschaffen wollen. 
Die anodische Farbung vom Blut aus, teilweise auch anodische Injektionen auf 
dem Lymphwege, ist in den meisten Organen bereits untersucht worden, ebenso 
hat man durch den Verdauungskanal bereits anodische und kathodische (Kisen-) 
lésungen eingegeben, in den Riickenlymphsack des Frosches anodische (Methylen- 
blau-) und kathodische (Eisen-)lésungen eingefl6Bt (Arnold), aber eine systemati- 
sche Untersuchung des Kérpers nach allen Richtungen steht noch aus. 
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7. Doppelbrechung und Negativitiit. 

Wihrend in der gesamten Literatur der Injektionsfirbungen!) kein 
einziger Fall enthalten ist, in dem der Achsenzylinder sich anders als 
mit Anodenfarbstoffen farbt, erhalt man beim Firben von Schnitten, 
sowohl von frischen als von fixierten, gelegentlich nicht damit tiber- 
einstimmende Befunde, so z. B. dunkle Punkte in den Querschnitten 
mit angesduerten Sulfosiurefarbstoffen (Fuchsin 8, Chinablau, Methyl- 
blau), die so aussehen, als ob nicht bloB der kathodische Rand, sondern 
der ganze Achsenzylinderquerschnitt kathodisch wiire. Eine merk- 
wiirdige Beobachtung ergibt sich nun auch aus dem Polarisations- 
bild des Nerven, verglichen mit anderen tierischen Polarisations- 
bildern. Wie man seit Kerr (1875) weib, werden Fliissigkeiten und 
feste Korper unter elektrostatischer Spannung doppelbrechend mit 
der Achse in der Richtung des Feldes. Vergleicht man nun die von den 
Histologen beschriebene Doppelbrechung mit unseren elektroanalyti- 
schen Ergebnissen, so zeigt es sich, daB die doppelbrechenden 
Gewebselemente elektronegativ sind, nimlich: 


Muskelscheiben Q doppelbrechend, farbt sich auffallig negativ 
Kollagene Bindegewebsfasern - ec 

Leimgebende Fasern des Knochens “3 Beas 

Knorpelfaserring um die Knorpelzelle Ps sailings 

Markscheide des Nerven, Grundmasse ss peo es vs 
Muskelsehnen ss “ae i 


Diese Beobachtung ist im Falle der Markscheide dahin zu erginzen, da} die 
Lantermannschen Einkerbungen, die im Osmiumbild als relativ positiv er- 
scheinen, im Polarisationsmikroskop ebenso herausfallen wie im Osmiumbild und 
ebenso einfach brechend erscheinen wie der Achsenzylinder’). Diirfte man diese 
Polarisationsbilder als den Ausdruck statischer Spannungen deuten, so wiirde man 
aus ihnen die Feldstarke berechnen kénnen. Ferner wiirde sich die physiologisch 
sehr unwahrscheinliche Folgerung ergeben, daB der Achsenzylinder im Ruhe- 
zustand garnicht positiv wire, sondern unelektrisch, und daf nur seine rela- 
tive Positivitaét seine Anodenwirkung erzeugen wiirde. Dieselbe Folgerung wiirde 
man fiir die einfach brechenden elastischen Fasern des Bindegewebes ziehen 
miissen, die sich frisch sehr schwer oder gar nicht mit Anodenfarben tingieren. 

Zu dieser Méglichkeit, daB nicht die Stoffe an sich doppelbrechend sind, 
sondern daB erst die elektrostatische Spannung die isotropen Medien anisotrop 
macht, wiirde auch die optische Achse der Doppelbrechung (senkrecht auf den 
Achsencylinder) stimmen. Macallums Kobaltsulfidreaktion zeigt die Anhaéufung 
der Negativitaét auf den Randflichen gegen den Achsenzylinder. 

Wahrend der Niederschrift dieser Arbeit erschienen zwei Aufsitze von 
E. A. Spiegel iiber Doppelbrechung im Nervenmark*), deren Befunde eine iiber- 
raschende Ubereinstimmung mit der Hypothese zeigen, daB die Doppelbrechung der 
Markscheide elektrostatisch verursacht sein kinnte, obzwar derAutor dieVermutung 


1) Ubersichtlich enthalten in dem Sammelreferat von v. Moellendorff, 
Ergebn. d. Physiol. 18. 1920. 

2) Siehe Tafel II in Schaffers Histologie. Engelmann. Leipzig 1920. 

3) E. A. Spiegel, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 192, 240. 1921. 
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vertritt, diese Anisotropie sei eine Folge eines mechanischen Quellungsdruckes 
der Markscheide senkrecht zum Achsenzylinder. Spiegel fand, daB die Doppel- 
brechung gleichsinnig mit der Erregbarkeit des Nerven verschwindet und wieder- 
kehrt, durch bloBes destilliertes Wasser aufgehoben werden kann. Zieht man in 
Betracht, daB nach Bethe auch die Firbung der Neurofibrillen durch destilliertes 
Wasser und Quellungsmittel aufgehoben werden und durch bloBes Austrocknen 
wieder hergestellt werden kann, immer gleichzeitig mit der Erregbarkeit, so ge- 
winnt die Vermutung, die Marksubstanz sei nicht von Natur doppelbrechend, 
sondern befinde sich nur unter elektrostatischer Spanaung, bedeutend an Gewicht. 
Auch im Muskel stimmt die Achsenrichtung der Doppelbrechung und der Elek- 
trizititsspannung, die man nach der Farbung zu vermuten hatte. 

Dagegen ist in Pflanzengeweben keine Ubereinstimmung zwischen Elektrizitats- 
gefalle und Doppelbrechung zu beobachten. Offenbar enthalt die Pflanze Stoffe 
wie die Kalksalze, die von Natur doppelbrechend sind. Allerdings scheint auch 
bei der Pflanze die Achsenrichtung der entstehenden Krystalle mit den elektrischen 
Spannungsverteilungen irgendwie zusammen zu hangen. Wie bekannt, ordnen 
sich Krystalle im elektrischen Feld nach bestimmten Gesetzen. 


8. Chemische oder elektrochemische Oxydation. 


Aus den gewonnenen Erkenntnissen iiber die Elektrizititsladungen des 
Nervensystems wollen wir nun zuerst einmal jene iiberblicken, die aus den ialteren. 
vielfach nachuntersuchten Injektionen am lebenden Tier hervorgehen, weil dies« 
auch objektiv wertvoller sind als die von mir und meinen Mitarbeitern gewonnenen 
Resultate, da sie das vollkommen normale Leben abbilden. Die hier mitgeteilten 
Versuche zusammen mit ahnlichen Versuchen an Pflanzen, zumal die Kontrast- 
bilder mit elektrisch geladenen positiven und negativen Sulfosiurefarbstoffen 
sollen nur dartun, daB wir berechtigt sind, die bekannten Farbungen im Sinne des 
Coulombschen Gesetzes theoretisch und an der Hand der Gegenfairbung mit 
identischen Farbstoffen praktisch als Elektrizitatsbilder zu deuten. 

Die alteren Erfahrungen sind fast ausschlieBlich durch das Blut erfolgt, 
stellen also die Elektrizitaétspole von der Blutseite dar, die, wie wir wiederholt 
unterstrichen haben, keineswegs mit der Polaritaét, von anderen fliissigen oder 
festen Bezugspunkten betrachtet, identisch ist. Von der Blutseite also ist, da das 
zentrale Ende des Nerven trotz der sehr reichlichen direkten Blutzufuhr sich nicht 
anodisch farbt, das Zentralnervensystem kathodisch, das periphere Ende, das sich 
mit den anodischen Lebendfarbstoffen elektiv farbt. anodisch (Ehrlich, Kd6l- 
liker, Dogiel, Bethe). 

An diese peripheren Anodenpunkten der Nerven miissen also erstens fort- 
wihrend neutrale Nahrungskolloide, Fette oder Zucker kataphoretisch ebenso 
hinwandern, wie wir dies an Methylenblau deshalb beobachten kénnen, weil die 
Lichtabsorptionsverhialtnisse dieses Stoffes zufillig auf die menschliche Netzhant 
einen Eindruck machen. Es kann doch niemand, der objektiv urieilt, daran zwei- 
feln, daB auch farblose Anionen und negative Kolloide ebenso wan- 
dern wie jene Kolloide, die von der menschlichen Netzhaut zufiallig regi- 
striert werden. Wir sind also wohl ziemlich sicher, dafs Nahrungskolloide auch 
zu den Nervenanoden wandern (wie zu den Anoden der anderen Gewebe), fraglich 
bleibt nur, ob sie dort biochemisch im alten Sinne oxydiert werden, also enzyma- 
tisch, wie wohl die Mehrzahl der Biochemiker annimmt, oder elektrochemisch, viel- 
leicht auch durch eine Kombination beider Vorgiinge. 

Die herrschende Auffassung iiber die Oxydationswirkung geht dahin, dab 
beispielsweise im Blute — ein glykolytisches Ferment existiert, das die Glucose 
des Zuckers zu Kohlensaiure oxydiert und daB aus diesem Proze der Hauptantei 
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der Energie des Organismus stammt. Zugegeben, dab die Experimente ausreichen, 
um im Blute die Existenz eines spezifischen, den Traubenzucker oxydierenden 
Ferments zu erweisen, so kénnte dieser ProzeB héchstens dazu dienen, um die 
Blutwairme zu erklairen, da eine solche Verbrennung im zirkulierenden Blute kaum 
eine andere Energie liefern kénnte als Wirme. GleichmaBige ausstrahlende Warme 
jedoch ist eine Energieform, die nach dem zweiten Hauptsatz der Energie auf 
keine Weise wieder zuriickgewonnen werden kann, sie strahlt in den Weltraum 
aus und ist ein Teil jener groBen Abtragung des Weltenergiepotentials, die als 
Wiarmetod bezeichnet wird. Das, was an der biologischen Oxydation das Besondere 
darstellt, ist nicht die Energiezerstreuung, sondern die Energieaufhaufung, 
die Tatsache, daB ein Hefebakterium imstande ist, geringe Prozentanteile chemi- 
scher Energie in Form von Zuckerlésungen an sich zu ziehen, auf sich zu lokali- 
sieren und sie auf Reizerregungen zur Entladung bereit zu stellen, die Energie- 
konzentration des lebenden Protoplasmas, die Energieakkumulation durch 
Oxydation oder durch Lichtbestrahlung. Diese Energieakkumualtion ist das 
gerade Gegenteil der Wirkungsart eines glykolytischen Ferments. 

Die Tatsache, daB Fermente am Abbau und an der Oxydation mitwirken, 
ist zu eingehend untersucht und nachgewiesen, um Gegenstand einer Diskussion 
sein zu kénnen. Man sollte sich aber doch iiber die Grenzen der Enzymwirkung 
im Klaren sein und die vielfachen und feindifferenzierten Lebenserscheinungen 
nicht gewaltsam in ein System der bloBen Enzymwirkungen einzwiingen wollen. 
Was ist also das Wesentliche der Oxydation und der ihr als Kraftmaschine gleich- 
wertigen anaeroben (sauerstoffreien) Atmung? Es ist der Verbrauch von chemi- 
scher Energie nicht in diffuser Form, sondern an einem eng umgrenzten 
Gewebeteil, der in der Lage ist, die freigewordene Energie fiir den Kraftverbrauch 
bereit zu halten. Diese rein theoretischen Uberlegungen, die vielfach auch von 
anderen Autoren schon ausgesprochen wurden — u. a. schon von Hering in seiner 
Lehre von den assimilatorischen und dissimilatorischen Leistungen der Zellen —, 
treffen zusammen mit den jiingsten experimentellen Forschungen von O. War- 
burg!), der seit einer Reihe von Jahren dem Gedanken nachgeht, daB der gréBere 
Teil der Zellatmung von der unverinderten Struktur der Zelle abhingig 
ist. Er kommt sogar etwas weitergehend zu der SchluBfolgerung (S. 135): Die 
gesamte Atmung ist an die festen Zellbestandteile gebunden. Warburg hat 
ein Modell der Zellatmung konstruiert, indem er an fein verteilter Tierkohle die 
Beschleunigung der Oxydationsgeschwindigkeit zur Verbrennung von Amino- 
siure (Cystin, Leucin, Tyrosin) ausniitzte. DaB man an Blutkohle Oxalsiure zu 
Kohlensiure oxydieren kann, ist bereits bekannt und wird von Warburg be- 
statigt. Der Berliner Forscher hat auBerdem gezeigt, da} man an seinem Modell 
der Oxydationsorte auch Narcotica adsorbieren lassen kann, die die Atmung durch 
Verdriangung von der Oxydationsfliche ebenso einschrianken wie dieselben Nar- 
cotica es in den lebenden Zellen tun. 

Wie hier ausgefiihrt wird, ist jeder kapillare Stoff von groBer Oberflaiche ge- 
eignet, diese Oxydationsleistung zu vollbringen. Filtrierpapier, Glaspulver, Quarz- 
pulver, Sand, oxydieren in der kapillaren Anionenregion Leuko-Methylenblau, 
Indophenol, Violamin und andere leicht oxydable Substanzen, deren farbige 
Oxydationsprodukte leicht nachzuweisen sind. Der auslésende Faktor ist offenbar 
Coehns Ladungsgesetz der Beriihrungselektrizitat, die héher dielektrische Sub- 
stanz (Wasser) wird an den Grenzflichen positiv (alkalisch), die niedrig dielektri- 
sche Schicht (Aminosiure, Leukomethylenblau, Indophenol) wird negativ, an der 
Grenzfliche bilden sich elektrische Doppelflichen aus, die auf der Wasserseite 


') Warburg, Physik. Chemie der Zellatmung. Diese Zeitschr. 119, 134. 
1921; auch in der Festschrift der K.-Wilh.-Gesellschaft Berlin. Springer. 1921. 
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zunachst anodisch wandernde Komplexe an sich ziehen, spaiter wahrscheinlich 
durch elektrostatische Nachwirkung auch kathodische Korpuskeln in der Nahe 
der Grenzflache anreichen. Es miissen sich also an solchen Grenzflichen Anoden 
ausbilden. Priifen wir nun diese Folgerung zunachst in Warburgs Experimenten, 
so ergibt sich, daB tatsichlich seine oxydablen Stoffe sich simtlich an die Anoden 
bewegen, und zwar sowohl Oxalsiiure, als die Aminosiuren, als die Narkotika. 
Von den Aminosiuren und von Oxalsiuren ist diese Wanderung bekannt, von 
Alkohol, Ather, Chloroform, Azeton, Urethan kénnte sie zweifelhaft sein, da 
Coehns Gesetz nicht unbestritten ist. Zufallig jedoch haben in neuester Zeit 
J. Traube und P. Klein') Kataphoreseversuche mit narkotischen Stoffen ge 
macht, wobei alle kolloiden Teilchen zur Anode wanderten, auch starke Basen wie 
Anilin, Toluidin und Xylidin Die Experimentatoren haben dieses Resultat weder 
erwartet noch erklirt, sie sind vielmehr von ihm iiberrascht worden, da sie die 
Differenz der Dielektrizititskonstanten keineswegs in Betracht gezogen haben, 
was ihrem Resultat einen besonderen Wert verleibt. 


Zusammenfassung. 


1. Wenn man die Farbstoffe nicht nach hypothetischen Bezeich- 
nungen ordnet (basisch oder sauer), sondern nach ihrem experimentel! 
feststellbaren Wanderungssinn im elektrischen Strom, so stimmen die 
Untersuchungen der verschiedensten Forscher, die normale Tiere 
injizierten, ausgezeichnet untereinander tiberein, obzwar den 
Experimentatoren dieser Zusammenhang nicht bewubt gewesen ist. 
Die Injektionen haben mit den chemisch verschiedenartigsten Stoffen 
die positiven Pole (positiv gegen Blut als Nullpunkt) ausgefiarbt. 

2. Die Untersuchung frischer Schnitte (supravitale Farbung nach 
Arnold) zerstért die natiirlichen Isolierungen, erzeugt Kurzschliisse 
der normalen Stréme und Ladungen, liefert also in elektrischer Be- 
ziehung Kunstprodukte. Trotzdem zeigt die Elektroanalyse frischer 
und selbst fixierter Schnitte viele Ubereinstimmungen mit den Resul- 
taten der Lebendfarbung, aber auch einige Widerspriiche. 

3. Die Neurofibrillen des Nerven sind im Leben unbezweifelbar 
positiv, die Neuroglia negativ, kollagene Bindegewebsfasern negativ, 
Markscheide teils negativ (Innenrand) teils positiv (Lantermann-, 
Schmidt- und Golgistrukturen). 

4. Die ungefiirbten Nahrungskolloide gehen, wie im Grunde schon 
Ehrlich vermutete, in den Zellen offenbar dieselben Wege wie die 
gefirbten negativen Kolloide, werden also an die Anoden gefiihrt und 
dort oxydiert. 

5. Das Coulombsche Gesetz der quadratisch steigenden Anziehung 
und AbstoBung ist ein Fundamentalgesetz auch der Biochemie und 
Biophysik. Es gilt fiir Nahrungsstoffe, Sekrete und Excrete. 

6. Bei der sogenannten ,,Umladung’ von Kolloiden sind zwei 
Kategorien scharf zu trennen, die Umladung des Dispersionsmittels und 





1) Traube und Klein, diese Zeitschr. 120, 117. 1921]. 
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die Umladung der dispersen Phase. Bei der ersteren bleibt das Kolloid 
im ersten Schritt neutral und erleidet durch eventuelle Lonenadsorption 
wahrscheinlich eine Schwiichung seines urspriinglichen relativen Poten- 
tials gegentiber dem Lésungsmittel. 

7. Die Sulfosiurefarbstoffe, Karmin und andere Farbstoffe lassen 
sich durch Umladung des Dispersionsmittels auf positive oder negative 
Relativladung bringen und an Testobjekten in Kontrastbildern de- 
monstrieren, ebenso im elektrischen Strom und in Capillaren aus FlieB- 
papier, Glassand usw. 

8. Diese Farbungen und die damit iibereinstimmenden unabhingigen 
Methoden der Elektrolytfarbung, der Oxydations- und Reduktions- 
stoffe, der siureempfindlichen Indikatoren geben wohl Ubersichten tiber 
die Ladungsverteilung eines Schnittes, aber wegen des obenerwaihnten 
Durchschneidens aller Isolierungen keine unbedingt sicheren Resultate 
fiir die Aufhellung normaler Lebenspotentiale im intakten Organismus. 
Diese Fiairbungen liefern zusammen mit Coulombs Gesetz nur die 
sichere Methodik, um altere Injektionsversuche elektrohistologisch ver- 
werten zu kénnen. Nur diese vollkommene Vitalfarbung ist objektiv 
einwandfrei. 


Fiir die histologische Mitarbeit an den Versuchen bin ich Fraulein Dr. 
Ida Winternitz sehr zu Dank verpflichtet. 











oid 


ion 
en- 


fen 


yr. 





Uber EiweiBenzyme. 


Von 
Rudolf Ehrenberg. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Gottingen.) 
(Eingegangen am 27. Dezember 1921.) 


In den nachfolgenden Ausfiihrungen soll der Gang einer Unter- 
suchung geschildert werden, die, von einer bestimmten Arbeitshypothese 
ausgehend, auf verschiedenen Wegen zu einer Vorstellung tiber die 
Vorgiinge bei der enzymatischen Proteinolyse gelangte. 

Von einer Heranziehung der Literatur wird dabei schon der ge- 
botenen Raumersparnis halber fast ganz Abstand genommen, dieselbe 
vielmehr nur nach dem Bedarf der Darstellung verwendet werden. 

Bekanntlich faBt die herrschende Theorie die Enzyme allgemein als 
Katalysatoren im Sinne der physikalischen Chemie auf, die jeweils 
einen oder einige bestimmte, an sich von selbst verlaufende Reaktionen 
in ihren Geschwindigkeiten beeinflussen. Voraussetzung ist also, dab 
die betreffende Reaktion an sich verliuft, wenn auch — wie angenommen 
werden mu — vielfach unmeBbar langsam, und daB das Enzym als 
,,Kontaktsubstanz in einen Vorgang eingreift. 

Die diesen Untersuchungen zugrunde gelegte Annahme war nun 
umgekehrt die, daB das, was als ,,.Enzym** bezeichnet wird, nicht ein als 
ruhend definierbares Etwas, sondern ein an sich ablaufender Vorgang 
sei, in welchen das Substrat unter geeigneten Bedingungen hinein- 
gezogen werden kann. Sie nihert sich also alten, schon von Liebig 
gehegten Vorstellungen, deren s pezielle Ausgestaltung damals durch 
die fortschreitende Erkenntnis widerlegt wurde. Allerneuestens scheint 
diese alte Denkweise wieder naher zu riicken, wenigstens erheben sich 
Stimmen, welche die Stoffnatur der Fermente in Zweifel ziehen (z. B. 
Baur und Herzfeld, Diese Zeitschr. 117, 96). 

Dieser Zweifel muB an Berechtigung gewinnen, wenn man sich den 
unbefriedigenden Zustand klar macht, daB in der herrschenden Theorie 
der Enzyme zwischen deren beiden Hauptcharakteristiken — der 
enzymatischen Wirkung und der Thermolabilitat — keine Briicke 
besteht. 
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Hiervon wurde ausgegangen. 

Als durchgiingig beobachteter Grundsatz der Versuchsanordnungen 
galt, daB lediglich gleichzeitige Vergleichsuntersuchungen angestellt 
wurden. 


Das heiBt: es wurde nicht ein Testpriparat oder eine Bezugsanordnung ver- 
wandt, sondern es wurden jedesmal mit derselben, jeweils hergestellten Ferment- 
lésung Versuche angesetzt, bei denen alle Bedingungen bis auf die zu priifende 
dieselben waren. — Niemals wurden nacheinander angestellte Versuche mitein- 
ander verglichen. Zumeist wurde der Umsatz gleicher Zeiten bestimmt, die Frage 
lautete immer nur auf ein Mehr oder Weniger, nur deutliche, wenn auch oft ge- 
ringe, so sicher reproduzierbare Unterschiede wurden gewertet'). 

Meist wurde jeder Versuch gleichzeitig doppelt oder mehrfach angesetzt, 
immer jede einzelne Anordnung, z. T. vielfach wiederholt. 

Um Bakterienwirkung auszuschlieBen, wurden, falls nicht die Dauer oder die 
Temperatur des Versuches dies unnétig machte, die tiblichen Mittel, hauptsachlich 
Toluol, zugesetzt, evtl. auch nach Méglichkeit aseptisch gearbeitet. AuBerdem 
wurde in kritischen Fallen ein entsprechender Ansatz ohne Bakterienabwehr 
gemacht, um zu sehen, ob sich die gefundene Erscheinung verstarkte oder auch 
nur — bei Fortlassung der fiir etwaige Bakterienverursachung belanglosen Be- 
dingung — wiederholte. 

Die meisten Versuche sind mit Trypsin — Griiblerscher Herkunft, mehrere 
Priparate — angestellt, eine Anzahl auch mit Griiblerschem Pepsin. Die Sub- 
strate waren mannigfaltige. 

Als Grundlésungen dienten einerseits 0,2 proz. Salzsiure, andererseits in der 
iiberwiegenden Zahl Phosphatpufferlésungen, in einzelnen Fallen auch 0,5 proz. 
Sodalésung. 

Die Versuchsanordnungen wurden so gewihlt, daB etwaige Anderungen des 
Py jedenfalls nur im gegenteiligen Sinne des vermuteten Effektes wirken konnten. 

Im folgenden wird davon abgesehen, alle oder auch nur einen gréBeren Teil 
der Versuchsprotokolle abzudrucken. Es werden vielmehr jeweils nur ein oder 
einige Beispiele gegeben werden. Die Versuche sind durchweg von der Art, dab 
sie aufs einfachste nachzumachen sind. Da zudem die Zahlen oder Angaben 
jeweils nur Vergleichswert haben, wire ein auch nur auszugsweises Abdrucken 
lediglich Papiervergeudung. 

Die Bestimmungen des verdauten resp. unverdauten Substrates waren in 
vielen, den meisten Fallen, durchaus rohe; es kam fiir diese Untersuchung, wie 
gesagt, nur auf Feststellungen von immer reproduzierbaren Richtungen an. 
Ein Teil der Versuchsanordnungen ladt zu quantitativer Ausgestaltung ein. Bei 
der hier angestrebten prinzipiellen Untersuchung wurde darauf verzichtet und 
vielmehr darauf abgezielt, durch méglichst mannigfaltige Fragestellung die Ge- 
samtanschauung allgemein_zu klaren. 


Thermolabilitat und Enzymwirkung. Da ein Zusammen- 
hang zwischen diesen beiden Eigenschaften der Enzyme besteht, dafiir 
spricht schon der Vergleich beider bei dem Pepsin einer- dem Trypsin 
andererseits. Ersteres wird bei héherer Temperatur sehr viel rascher 


1) Die von Michaélis mit Recht geforderte Vergleichung der Zeiten gleichen 
Umsatzes anstatt des Umsatzes gleicher Zeiten ist fiir eine reaktionskinetische 
Fragestellung zweifellos die richtige; die hier gestellten Fragen erforderten zumeist 
die letztere oder lieBen sie wenigstens zu. 
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inaktiviert als das letztere, und entsprechend ist bei niederen Tem- 
peraturen etwa 20° — auch die verdauende Wirkung des Pepsins 
eine -relativ zum Optimum sehr viel gréBere als die des Trypsins. 

Um eine Antwort auf die Frage nach dem etwaigen Zusammenhang 
von Thermolabilitat und Enzymwirkung zu erhalten, wurde zuerst 
folgender Weg eingeschlagen. 


Wenn die Temperatur dadurch, oder wenigstens aadurch auch, fordernd auf 
den FermentprozeB wirkt, da mehr Molekiile in den wirksamen Zustand ver- 
wandelt werden, so wire zu erwarten, da sich dieser Vorgang in zwei nacheinande1 
ablaufende zerlegen lieBe, d. h. kurzdauernde Erwirmung auf an sich schidigende 
Temperatur miBte eine anschlieBende niedriger temperierte Reaktion mit Sub- 
stratzusatz wenigstens anfainglich — férdern. 

Diese Erscheinung ist auch bereits bekannt und als ,,Hitzeaktivierung* 
mehr bezeichnet als erklart worden. Sie ist fiir Pepsin auch mit Fibrin als Substrat 
leicht zu bestatigen. In den Fibrinversuchen wurden sukzessive neue gleiche Men- 
gen von Fibrin zugesetzt und es zeigte sich, das die erwirmt gewesene (vor dem 
Zusatz abgekiihlte) Losung anfinglich besser, dann schlechter verdaute als die 
unerwairmte. AuBerdem bestatigten diese, wie auch viele spitere Versuche beider 
Fermente mit successivem Substratzusatz die alte, kiirzlich von Biedermann 
erneuerte Beobachtung, daB die Verdauungszeiten gleicher Mengen zuniichst ab- 
nehmen. 

Euler glaubt den Grund dieser sog. ,,Hitzeaktivierung™ in einer 
Wirkung auf Dispersititsverhiltnisse suchen zu sollen. Um = zu 
zeigen, wie sig die Vorstellungen eines ,,ablaufenden Enzyms* nahelegt, 
sei folgende Uberlegung angestellt; wenn die ,,aktivierende Wirkung 
darauf beruht, daB mehr Molekiile in den Ablauf eingetreten resp. die 
wirksame Phase gelangt sind, so darf die Wiikung nur im Anfange des 
Verdauungsversuches nachweisbar sein, sie mub abgeklungen sein, 
sobald alle jene Molekiile ,,abgelaufen“ sind, ja, sie muB sich spater in 
ihr Gegenteil umkehren, denn die erhitzt gewesene Lésung hat ja eine 
geringere Konzentration an Ausgangsmolekiilen behalten als die un- 
erhitzte. In der Tat trifft das zu, angedeutet, wie wir sagten, in dem 
Pepsin-Fibrinversuch, viel eklatanter ist es mit Trypsin und Casein 
zu demonstrieren, z. B.: 

Je 10 cem 0,3 proz. Trypsin. 

1. 5 Min. auf 45°, dann rasch auf 10° abgekiihlt, 
2. dauernd im Wasserbad von 14°, worein dann auch 1. 

Zu beiden gleichzeitig je 1 cem 10proz. Caseinsodalésung; in Proben von 
1 cem auf gleiche Mengen verdiinnte Essigsiure: 

Nach 1 Min.: 2 deutlich triiber als 1, 

nach 5 Min.: 1 noch klar, wo 2 schon stark getriibt, 
nach 10 Min.: geringer Unterschied im gleichen Sinne, 
nach 15 Min.: 2 fast klar, wo 1 schon stark getriibt. 

Auch bei der sog. optimalen Temperatur miissen nach der Ausgangsannahme 
jeweils gewisse Mengen der Enzymmolekiile wirkungslos ,,abklingen*, und zwar 
um so mehr, wenn das Substrat nicht wie Casein gleichmaBig in der Lésung ver- 
teilt ist, sondern wie Fibrin nur einen Teil des Verdauungsraumes erfiillt, so dal 
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die Enzymmolekiile z. T. einen weiten Diffusionsweg haben. Gibt man nun eine 
relativ groBe Fibrinmenge zu einer relativ schwachen Trypsinlésung und dehnt 
den Versuch geniigend lange aus, so ist zu erwarten, daB die ,,optimale** Temperatur 
sich nach unten verschiebt, resp. ein sukzessives oder intermittierendes Herunter- 
gehen mit der Temperatur den Proze8 weiter gelangen laBt als die dauernde Hal- 
tung auf 37°. 

Die diesbeziiglichen Versuche sind noch im Gange, einige haben bereits ein 
positives Resultat ergeben. 

Beispiel: Je 10 cem 0,1 proz. Trypsin-Phosphatlésung + 0,7 g gekochtes 
Fibrin 1. dauernd auf 38°, 2. auf 25°. 

Unter Toluol und mit einmaligem Nachfiigen von 0,3 g gekochtem Fibrin 
24 Tage gestanden. 

Filterriickstand: 1. 0,37 g, 2. 0,28 g. 

Zu den durch Membranfilter geklarten Filtraten je 0,2 g gekochten Fibrins, 
nach 4 Tagen (beide bei 38°): 1. 0,19 g, 2. 0,11 g Riickstand. 

Weitere Belege fiir den Zusammenhang von Thermolabilitét und 
Enzymwirkung werden sich im folgenden ergeben. 

Eines sei noch erwihnt: Bekanntlich halten sich Enzyme in Glycerin gelést 
sehr gut, bei der Anwendung aber muB die Lésung mit Wasser versetzt werden, 
weil Glycerin in héherer Konzentration erheblich hemmt. In Versuchen zeigte 
sich nun, da®B glycerinhaltige Trypsinlésungen auch bei 24stiindiger Erwarmung 
auf 50° bedeutend weniger an Wirksamkeit verloren als glycerinfre‘e, und zwar 
um so weniger, je glycerinreicher die Lésung war. Nach Abdampfen des Wassers 
fand anscheinend fast iiberhaupt keine Wirkungsabnahme mehr statt. 

» je o y 

Der Ubergang in den wirksamen Zustand. Wenn der Vor- 
gang der Wirksamwerdung ein Zerfall ist, die Enzymteilchen also dabei 
kleiner werden, so darf erwartet werden, daB ihre Dialysierbarkeit 
durch Membranen dabei wiichst, daB also wirksamere Dialysate von 
erwirmten Enzymlésungen zu gewinnen sein wiirden. 

Die Angaben iiber das Dialysieren von Pepsin und Trypsin sind nicht einheit- 
lich. Biedermann leugnet die von Herzfeld behauptete Dialysierung des 
Pepsins, aber gerade diese Kontroverse ist aufscbluBreich. Biedermann nahm 
die Dialyse bei neutraler Reaktion vor und siéuerte das Dialysat nachtraglich an, 
er fand keine Verdauungswirkung; hatte er in saurer Lésung dialysiert, so wiirde 
er sehr wohl ein wirksames Dialysat erhalten haben. 

Entsprechend dieser Erscheinung bei dem Pepsin ist auch fiir das 
Trypsin bekannt, daB es im ,,aktivierten‘* Zustande besser dialysiere. 
Beides wurde bestitigt und weiter gefunden, daB erwirmte Ferment- 
lésung ein wirksameres Dialysat lieferte als unerwirmte, vorausgesetzt, 
daB der ,,Ablauf von der Erwirmung nicht — in Ausgangslésung und 
Dialysat — zu sehr beschleunigt wurde. Ein noch wirksameres Dialysat 
wurde gewonnen, wenn aus der Warme in die Kilte dialysiert wurde, 
wodurch die in der erwarmten Lésung entstandenen wirksamen Teilchen 
nach dem Durchtritt durch die Membran im weiteren Abklingen ge- 
bremst wurden. 


Die Warm-Kalt-Dialyse wurde so ausgefiihrt, daB der Dialysatraum durch 
eine ein- oder umgelegte Schlinge, von Eiswasser durchstrémt, gekiihlt wurde. 
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Der moégliche Einwand, da durch diese Anordnung nur die Konvektion und damit 
die Dialysiergeschwindigkeit physikalisch geférdert wiirde, wurde u. a. durch 
horizontale Anordnung bei kleiner Dialysierflache, vor allem aber dadurch ent- 
kraftet, daB kurzdauernd erwarmte, dann abgekiihlte und jetzt erst in den 
Dialysator von konstanter Gesamttemperatur gebrachte Pepsinlésung ebenfalls 
— bei kiirzererDauer der Dialyse — ein wirksameres Dialysat lieferte als die gleiche, 
unerwairmt gebliebene Lésung. Mit Trypsin gelang dieser Nachweis nicht, er 
konnte aus spater verstandlichen Griinden nicht gut gelingen, weil die Dialysier- 
zeit zu kurz hatte bemessen werden miissen, womit nicht gesagt sein soll, daB sich 
bei entsprechender Modifikation der Dialysiervorrichtung nicht doch auch der 
Nachweis noch fiihren lassen sollte’). 

Beispiel: 

500 cem | proz. Pepsin — 0,2 proz. HCl gegen 150 cem 0,2 proz. HCl im Schalen- 
dialysator bei Zimmertemperatur 17 Stunden dialysiert. Das Dialysat laBt nach- 
her in einer Stunde 0,3 g Fibrin auf 0,87 g bei 37° quellen. Danach wird die gleiche 
(die gebrauchte) Pepsinlésung 10 Min. auf 40° erwarmt und abgekiihlt und aber- 
mals, jetzt 20 Stunden bei Zimmertemperatur dialysiert gegen neue 150 ccm. 
Im Dialysat nimmt das Fibrin in 1 Stunde von 0,3 auf 0,07 g ab. 

Nach der Warm-Kalt-Dialyse war das Dialysat gelegentlich wirksamer als 
die Lésung. 

Beispiel : 

Anordnung wie oben, Wasserbad von 40-45 und Kiihlschlinge, Temperatur- 
differenz ca. 10°. Gang des Fibringewichts in 1 Stunde. Lésung: 0,3 auf 0,6, 
Dialysat: 0,3 auf 0,2. 

Trypsin 0,5% in anlicher Anordnung, Temperaturdifferenz 41° zu 27°. Lnner- 
halb 9 Stunden ist ein Dialysat entstanden, das in 24 Stunden 0,3 g Fibrin bei 
Zimmertemperatur auf 0,23 reduziert gegen 0,3 auf 0,28 der Lésung. 

Bei dem Trypsin kam man mit dieser Methode zu weniger wirk- 
samen Dialysaten als bei Zimmertemperatur und tiberhaupt nicht zu sehr 
wirksamen; zu ‘iuBerst wirksamen aber gelangt man mit einer gleich 
zu besprechenden Modifikation der Warm-Kaltdialyse. 

Anstatt der Dialyse kann auch die Filtration mit Membranfiltern zum Nach- 
weis der verschiedenen GréBe der Enzymteilchen dienen. 

Beispiel: Eine 0,2 proz. Trypsinphosphatlésung verdaut mit 2 cem zu 5 ccm 
0,5 proz. Casein alles in weniger als 20 Min. 


Dieselbe Lésung filtriert durch: verdaut in gleicher Anordnung wie 
oben alles in: 
1. 10-Filter 30 Minuten 
, | 16 Stunden. 


Die durch noch dichtere Filter (50”, 75’, 150’) gesaugten Filtrate geben nach 
16 Stunden noch Triibungen auf Essigsiure, die an Starke mit der Dichte des Fil- 
ters zunehmen. 
An Fibrin gemessen: je 0,2 g Fibrin, davon in 24 Stunden verdaut: 
Unfiltrierte Lésung 0,19 g 


10” filtrierte O17 g 
20” bg 0,02 ¢ 
50” ” 0,02 g 
15” a 0,02 g 
150” ” 0,00 g 


1) Weiter unten wird mit einer anderen Methode der Effekt auch fiir das 
Trypsin nachgewiesen werden. 
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Die ersten beiden Lésungen sind nach den 24 Stunden erheblich getriibter 
als die anderen, ebenso triiben sich bei dem Caseinversuch die wirksamen Loésungen 
stirker. Diese Beobachtung wird durch das Weitere bedeutungsvoll. 

Der Substratschutz gegen die Hitzeinaktivierung. Die 
herrschende Auffassung nimmt an, dab der Schutz des Fermentes 
durch das Substrat auf einer Bindung des Ferment- an das Substrat- 
teilchen beruhe, wodurch irgendwie unter das Wort  ,,Dispersitat* 
subsumierte Wirkungen erzielt wiirden. 

Ist das richtig, so ist zu erwarten, daB ein gréBerer Komplex ,,Enzym- 
substrat‘‘ entsteht, der dann schlechter oder gar nicht dialysieren sollte 
und also ein weniger wirksames Dialysat lieferte. Das Gegenteil ist der 
Fall. 

Beispiele: 

Je drei Dialysiersysteme von 50 cem 0,5proz. Trypsin-Soda gegen 20 ccm 
Soda stehen 4 Tage bei 40° des Wasserbades, in welches nur die Fermentlésung 
ganz, das DialysatgefiB nur eben eintaucht. 

Trypsinlésung 1 hat 1,0, 2 = 0,5, 3 = 0,0 g Casein als Bodenkérper. Danach 
bringt bei 37° und 17 Stunden: 

1. 0,3 g Fibrin auf 0,08 
BOR se »» O32 
3. 0,3 ” ” ” 0,28. 

Warm-Kalt-Dialyse von 500 ccm 1proz. Pepsin-KC] + 2g Rhicin gegen 

200 cem HCl 24 Stunden 37° zu 28°. Von 0,3 g Fibrin bei 37° in: 


Ausgangsferment: nach 1 Stunde alles gelést, 


Endferment: ee » 0,12 vorhanden, 
Dialysat : pee » alles gelést. 


Man kann also auf diese Weise Dialysate bekommen, die nicht nur 
wirksamer sind als die erwairmte Lésung aus der sie entstanden, sondern 
sogar trotz der Verdiinnung fiir kurzdauernde Verdauung ebenso 
wirksam wie die unerwirmte Ausgangslésung. Ist hiermit die Annahme 
des Schutzes durch Bindung an das Substrat schon nicht gut vereinbar, 
so spricht der folgende Versuch noch entschiedener fiir eine andere 
Auffassung. 

Wenn die das Optimum iibersteigende, schidigende Temperatur 
dadurch charakterisiert ist, daB bei ihr die wirkfihige Phase so schnell 
passiert wird, daB ein groBer, mit steigender Temperatur immer gréBerer 
Teil der Molekiile ,,abklingt‘‘, ohne auf ein Substratteilchen aufgetroffen 
zu sein, so dirfte das Optimum iiberhaupt kein feststehendes sein, 
sondern miiBte mit der Substratkonzentration variieren. Das ist fiir 
manche Enzyme, z. B. Amylasen, auch schon bekannt, daB es auch 
fiir das Trypsin gilt, laBt sich am einfachsten mit folgender Anordnung 
demonstrieren : 
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Gekochtes Fibrin je 0,2 g in je 15 cem einer Lésung gleicher Teile von Casein 
Phosphatlisung, Phosphatlisung und 0,3 proz. Trypsin-Phosphatlésung, nach 
1 Stunde: 
bei 45°: 0,18, bei 37°: 0,2, 
bei 45°: 0,17 im Falle einer gesittigten Casein-Phosphatlisung im gleichen son- 
stigen Mischungsverhiiltnis. 

Statt des Caseins kann auch ein anderes geléstes EiweiB, z. B. Hithnereiweil, 
dienen: 
Glas 1 und 2: 1 cem 2 proz. Trypsin + 4 com Eiweiflésung + 5 ccm Phosphat 3° 
i OS op Ee A FEY 0» +2 s 99 7 


Je 0,5 g rohes Fibrin dazu. 1 und 3 auf 45°, 2 und 4 auf 37°. 


0 


Fibringewicht nach 21/, Stunden: 
L == O34 3 = 0,35 
2 = 0,43 4 = 0,40 

In diesem Beispiel ist besonders instruktiv, das bei der héheren 
Temperatur die stirkere Konzentration des gelésten Caseins’ die fiir 
die Wirkung am ungelésten giinstigere ist, bei der niederen umgekehrt 
(siehe iiberniichsten Absatz). 

In anderen Fallen, so bei gréBerem Fermentgehalt, war die Verdauung am 
Fibrin bei 50° und 37° gleich gut oder auch bei 37° besser. [mmer war bei 45 
und 50°, aber auch bei 37° die Verdauung des Fibrins bei Gegenwart von Casein 
besser als ohne solches. 

Der Versuch laiBt sich noch weiter ausgestalten. Nimmt man eine 
bestimmte Konzentration des gelésten Substrates, so findet sich bei 
Variation der Temperatur nach oben wie nach unten von der kon- 
ventionellen Optimaltemperatur von 37° 
halb dessen das geléste Substrat die Verdauung des ungelésten fordert, 


aus ein Umkehrpunkt, ober- 


wihrend es sie darunter hemmt. Dasselbe Substratmolekiil, das bei 
der héheren Temperatur gleichsam als Relaix fiir das abklingende, zu 
dem Fibrinklumpen hindiffundierende Enzymteilchen wirkt, scheint 
bei niederer Temperatur als Blockade zu funktionieren. 

Beispiel: In der obigen Anordnung, in 6 Stunden: 

Mit Casein Ohne Casein 
Oe aes se ee 0,03 verdaut 
In 20 Stunden bei 20°. 0,02 0,04 : 

Der Umkehrpunkt wird fiir jede Konzentration wo anders liegen, 
hier liegt wohl ein Weg, um bei quantitativer Ausgestaltung zu Auf, 
schliissen iiber spezielle Eigenschaften der einzelnen Enzyme zu gelangen. 

Sehr schén lassen sich die bis hierher besprochenen Zusammenhiinge auch 
mit der Membranfiltration demonstrieren: 

Von 3 je 20 ccm 0,2 proz. Trypsinphosphat haltenden Portionen bleibt 

1. im Kaltwasserbad, 

2. wird 15 Min. auf 41° erwarmt, dann in das Kaltwasserbad, 

3. wird mit Zusatz von 1 ccm 5proz. Caseinphosphatlésung 15 Min. auf 41 

erwarmt, dann im Kaltwasserbad. . 


OG * 
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Nach Annahme gleicher Temperatur werden alle drei Losungen in der obigen 
Reibenfolge durch ein Zsigmondysches 40’-Filter durchgesogen und mit 5 cem: 
1 com 5proz. Casein in Phosphat bei 38° der Verdauungsversuch angesetzt; Er- 
gebnis: 

Nach 3 Min. auf 7 Tropfen verd. Essigsiure: 
1. Niederschlag, 2. Triibung, 3. klar. 
Auf 10 Tropfen auch 3. Versuch getriibt. 
Nach 10 Min. auf 10 Tropfen: 
1. Niederschlag, 2. Triibung, 3. fast klar. 
Ebenso nach 15 Min.: 
1. geringere Fillung, 2. leicht getriibt, 3. klar. 


Es zeigt sich also auch hier wieder, daB 1. nur ein gewisser Anteil 
der gesamtwirkungsfahigen Fermentmenge das Filter passiert, 2. daB 
dieser Anteil durch vorheriges Erwirmen zunimmt, 3. daB er bei Er- 
wiirmen unter Substratzusatz noch mehr zunimmt, wogegen die An- 
wesenheit der Reaktionsprodukte in Fall 3 gar nicht aufkommt. 

Kiinstliche Spezifizierung. Hat die Annahme einer Regene- 
ration oder Neubildung des ,,abklingenden** Enzyms aus dem Substrat 
aus diesen Versuchen an Wahrscheinlichkeit gewonnen, so kann erwogen 
werden, ob vielleicht das regenerierte oder nachentstandene Ferment 
je nach dem Substrat verschieden ausfiele. Und wenn jeweils ver- 
schiedene Gruppen oder in verschiedenen Relationen aus den ver- 
schiedenen Proteinen das sekundire Ferment bildeten, so konnte es sein, 
daB dieses besser auf sein Muttersubstrat wirken wiirde als auf andere 
und besser als andere sekundire Fermente auf dieses sein Substrat. 

Die schon recht zahlreichen und mannigfaltigen Versuche haben 
dies als Wirklichkeit erwiesen. 

Ks ist klar, daB es hier ungleich schwieriger ist, den Effekt klar herauszuarbei- 
ten, daB viel mehr konkurrierende Momente existieren als in den bisherigen An- 
ordnungen, und daB zunichst sehr getastet werden muBte. Es muBte ja mit ver- 
schiedenen Substraten gearbeitet werden, deren Léslichkeit und Verdaulichkeit 
weit differieren. 

Um so gréBer muBte nach alledem der vermutete Effekt sein, wenn er sich 
trotzdem manifestierte. Ware er nicht vorhanden, so hatte sich natiirlich nachher 
eine fiir alle Substrate gleiche Reihe der Wirksamkeit der Fermentlésungen ergeben 
miissen, ja es wire zu erwarten gewesen, da jede jeweils auf ihr Ziichtungs- 
substrat am schwichsten wirkte, infolge der Hemmungswirkung durch die Re- 
aktionsprodukte. 

Im Gegensatz hierzu zeigte sich schon in den ersten Versuchen die 
Erscheinung der ,,Ziichtung* wie sie kurz genannt sei mit hin- 
reichender Deutlichkeit. 

Eine groBe, noch nicht abgeschlossene Zah! von Versuchen betraf das Trypsin, 
teils in 0,5 proz. Sodalésung, zumeist in Phosphatgemischen von schwacher Alkali- 
nitét (7/;9-. */:g-s 2/so-s 4/49: prim./sek. Natriumphosphat). Die Anordnung wurde 
vielfach variiert, meist wurde in Dialyse gegen gleiche Salzlésung angesetzt, ebenso 
war Temperatur, Zeitdauer, Menge und Zusatzart des Substrates, evtl. auch 
sukzessive Nachfiigung des Ferments, verschieden. Die Methodik muB noch 
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weiter entwickelt werden, wahrscheinlich je nach dem Substrat, fiir die hier beab- 
sichtigten Vergleichungen muBte die Behandlung der Parallelansitze méglichst 
gleich gehalten werden. 

Sehr scheint es allgemem darauf anzukommen, da8 man im richtigen Augen- 
blick die Ziichtung abbricht. Natiirlich geht ein Teil des wirksamen Enzyms in 
das Dialysat iiber, auch darin habe ich gelegentlich in einem Falle iiberraschend 
starken Ziichtungseffekt gesehen, meist war die Lésung zu schwach, zumal ich 
die Dialysatlésung meist 6fter erneuerte, was aber aus spiter verstandlichen 
Griinden nicht notwendig erscheint. Die Beispiele geben daher bisher nur Minimal- 
zeugnisse der wirklichen Unterschiede. 


Beispiele : 
Ziichtungsversuch in Pergamentdialyse bei 60-—70°. 
0,4% Trypsin in 4/,). Phosphat von 0,5°6, je 50 cem gegen 100. a) + 1,0 g 


Rhicin, b) +- 1,0 g Casein, c) + 1,0 g Fibrin (pulver.). Dauer: 20 Stunden, alle drei 
auf 100 ccm gebracht, da etwas ungleich geworden. 

Verdauungsproben: 1. Rhicinlésung 1:1. 37°. Nach 2,5 Stunden 
auf 3 Tropfen verd. Essigs. a) klar, b) und ec) getriibt, 


» O 9 ss »  ebenso. 

2. Caseinlésung mit den Fermentlésungen 1:1. 37°. Nach 2,5 Stunden 
auf 3 Tropfen verd. Essigs. b) klar, a) und c) getriibt, 
casa : e »  ebenso. 

3. Fibrin. Verdaut in 48 Stunden: von 0,3 a) 0,09, b) 0,07, c) 0,11 (verdaute 


Menge). 

Auch mit wiisserigen oder sodaalkalischen Organausziigen wurde mit Erfolg 
gearbeitet, die Ziichtung tritt hervor, trotzdem hier also keine reinen Eiweib- 
lésungen vorliegen. Sehr auffallend war hier, daB die Verdauung in der Probe, 
also nach der Ziichtung im Fortgang der Zeit durchaus nicht im anfanglich nach- 
gewiesenen Sinne weiter zu gehen braucht. Also sowohl die Dauer der Ziichtung 
selbst als der nachherigen Probeverdauung ist von wesentlicher Bedeutung. Dab 
sich diese Differenz bis zu der paradoxen Erscheinung steigern kann, da ein Ver- 
dauungsgemisch, das zu einem Zeitpunkt schon frei von koagulablem EiweiB war, 
spiterhin solches wieder gibt oder daB ein Verdauungsgemisch nach 24 Stunden 
einen erheblich reichlicheren Hitzeniederschlag zeigt als die Anfangslésung, das 
wird spiterhin auch verstandlich werden. 

Beispiel: 

Ziichtung in Dialyse auf menschlichem wisserigem Leber-, Nieren-, Hoden- 
extrakt sowie Alttuberkulin und sodadigerierter Bacillenemulsion, alles mehrfach 
nachgefiigt. Die Extrakte sind mit Phosphatlésung !/,) verdiinnt und davon 
10 cem zu 15 ccm 0,3 proz. Trypsin in Phosphat. Nach 48 Stunden bei 37° erste 
Probeentnahme und angesetzt in Reihen, jede Fermentlésung mit jedem 
Substrat 4/, cem, immer Proben von 1 ccm gepriift. 

Nach 15stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur ist die Reihenfolge der 
Verdauungswirkung (die Zahlen folgen der obigen Substratreihe): 


Auf Leberextrakt ... 1, 3, 2, 4. 
» Nierenextrakt ... 1=2, 3, 4. 
» modenexteakt. .. 3 2 W& 4. 
» Tuberkeleiwei8 . . 4(vollverdaut), 3, 1, 2. 
Nach 24stiindigem Stehen der Verdauungsproben (Toluol) bei 37° 
Auf Leberextrakt ... 2, 3, 1=4. 
« Nierenextrakt... % 1, 3, @ 
» wmodenextrakt... 3, 2, 1, 4. 
» TuberkeleiweiB .. 4, 3, 1, 2. 
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Nach weiteren 48 Stunden Ziichtung unter mehrfachem Substratersatz: 
Proben wie oben entnommen. Nach 24 Stunden Zimmertemperatur haben Hoden- 
und Tuberkelferment ihre eigenen Substrate vollstandig verdaut, das Tuberkel- 
ferment hat von den Organextrakten am wenigsten verdaut, das Hodenferment 
am meisten. Die andern beiden Fermente haben iiberhaupt nicht viel verdaut 
und ihre eigenen Substrate nicht bevorzugt. 

Nach 9 Stunden bei 37° dagegen: 


we a eee ee ee” ee 
Be. oy ecu, alt. ge Bie! 
oS ere: a ee ee 
Tuberkel j ~ Ss 
Nach weiteren 15 Stunden: 
Be eee ee: ee ae 
Ee ek be og, 
Oe ee ae eee es ae aS 
Tuberkel . . . . 4, die andern gleich triibe. 
Nach weiteren 24 Stunden: 
Leber. ew: Se A ee 
Meee Ses oe oe , oy & 
Hoden cee 2 ae E= 4. 
ee eke, OR Se ae A 


Die Tuberkelferment-Organextraktkombination gab mehrfach gréBeren Ei- 
weiBniederschlag als die betreffende Anfangslésung. 

Die hier gemachte Erfahrung, daB die relative Spezifizitat um so 
gréBer ausfillt, je verschiedener die Herkunft der Substrate ist, wurde 
auch sonst bestitigt, z. B. auch fiir das Verhaltnis von Carcinom- zu 
Organextrakten, in einem solchen Falle verdaute das Carcinomferment 
den Carcinomextrakt wesentlich besser als Leberferment, obgleich das 
erstere durch Zufall gegeniiber dem letzteren um mehr als 100°, ver- 
diinnt war, zugleich verdaute es Leberextrakt fast gar nicht; im weiteren 
Verlauf der Verdauung aber verschob sich auch hier das Verhiiltnis, 
wenn auch nicht bis zur vélligen Umkehr. 

Weitere Beispiele : 

 Ziichtung* ohne Dialyse bei hoher Temperatur und groBer Fermentkonzen- 
tration: Je 10 cem 5proz. Trypsinphosphat + 0,1 g Trockensubstanz von 1. Tu- 
berkelbacillen, 2. Typhusbacillen, 3. Staphylokokken. 

Temperatur: 45—50°. Dauer: 161/, Stunden. 

Die Lésungen durch weitporiges Membranfliter klarfiltriert. 

Poben: Je 5 cem Fermentlésung im 5-cem-Kochsalz-Bakterienextrakt und 
Aufschwemmung. Fermente in obiger Reihenfolge, Extrakte: 1—3 Tuberkel- 
bacillen, 4—6 Typhusbacillen, 7—9 Staphylokokken, Priifungen in je 1 cem mit 
Esbachs Reagens. Menge des Niederschlags: 

Nach 18 Stunden 1—3 keine sicheren Unterschiede, 5~ 6 <4, 9 <8 <7. 
Nach 36 Stunden 1 <2 <3, 5 <6 < 4, 9 <8 <7. Sehr deutliche Unterschiede. 
nach weiteren 24 Stunden gleiche Reihe, geringe weitere Abnahme. 

Ziichtung mit groBen Substratmengen gegen kleines AuBenvolumen dialysiert 
und Proben am Dialysat: drei Zylinder mit Pergamentdialyseschliuchen, innen 
100 cem 0,5 proz. Trypsinphosphat -+- 1. 100 g Riickenmuskelbrei, 2. 100 g Hammel- 


leberbrei, 3. das WeiBe von zwei Eiern. AuBen je 100 com Phosphat. 40°. 
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Von 24 zu 24 Stunden aufBen je 20 ccm entnommen und ersetzt. 

Proben: Je 1 cem der betreffenden Organextrakte (konzentriert): 5 cem 
Lésung, 1—3 Rindermuskel, 4—6 Hammelleber, 7—9 HiihnereiweiB. Die AuBen- 
lésungen in obiger Reihenfolge: 

1. Entnahme: Nach 19 Stunden Alkoholniederschlage: 
1<2=3, 4=6 (5 verloren), 9<7 <8 


2. Zs Nach 20 Stunden Verdauung, Essbach: 
1<2<3, 5<4=6,9<7=8 
3. “ Die AuBenlésungen von 1. u. 2. sind jetzt etwas eiweiBhaltig. 


Nach 24 Stunden Verdauung, Essbach: 
1<3<2,5<4= 6, 9 <8 (7 verloren). 
4. i AuBenlésung jetzt reichlicher eiweiBhaltig. Keine deutlichen 
Unterschiede, iiberhaupt keine erhebliche Verdauung mehr. 
Innenlésung (filtriert): Kaum Verdauung mehr. 

Der Freundlichkeit des Herausgebers der ,,Naturwissenschaften’, Herrn 
Dr. Berliner, danke ich die Kenntnis eines Aufsatzes von U. Friedemann 
iiber das d’ Hérellephinomen, aus der ich ersehe, wie nahe jene Entdeckung und die 
hier berichteten Erscheinungen sich beriihren. Auf eine Diskussion dariiber 
moéchte ich verzichten. 

Der Ablauf. DaB der erste Teil jenes Prozesses am Enzym ein 
Zerfall sei, war aus den Dialyse- und Filtrationsversuchen wahrschein- 
lich geworden. DaB die dialysierten wirksamen Teilchen nicht nur 
irgendwie besser dialysabel geworden, sondern auf dem Wege zur In- 
aktivitat fortgeschritten sind, das erhellt noch aus der leicht nach- 
weisbaren Tatsache, daB eine solche dialysierte Fermentlésung (also 
das Dialysat) bei gleicher Temperatur und Zeit mehr an Wirksamkeit 
verliert als eine zunachst gleich wirksame Ausgangsfermentlésung. 
Ob der weitere Ablauf bis zu den irreversiblen Endzustinden weiter 
ein Zerfall blieb, war aus den bisherigen Untersuchungen nicht aus- 
zusagen. 

Einige Beobachtungen fiihrten hier weiter. 

Bei den Dialyse-Ziichtungsversuchen hatte sich eine sehr auffillige 
Erscheinung gezeigt. Wurde nimlich die AuBenlésung des Pergament- 
dialysators erst nach 48 Stunden erneuert, so zeigte sich etwa nach 
24 Stunden — und zwar nachdem der Versuch im ganzen schon einige 
Tage im Gange und besonders wenn Substrat nachgefiigt war — eine 
zunehmende Triibung und weiter das Auftreten von suspensoiden Ver- 
dichtungen, sowie schlieBlich von Flocken, Fetzen und ganzen Haut- 
chen, und zwar bei allen Substraten mit Ausnahme der Gelatine, be- 
sonders reichlich beim Casein. 

Natiirlich bestand zunachst der Verdacht auf ein Kunstprodukt, auf Durch- 
lassigkeit der Membranen fiir Eiwei oder auf Bakterienwirkung (obwohl das 
letztere durch den negativen Ausfall bei Gelatine unwahrscheinlich wurde). Aber 
bei Beobachtung aller Kautelen, bei vorherigem Auskochen der AuBenliésung, 
reichlichem Zusatz von Chloroform oder Toluol sowie bei sicher eiweiBundureh- 
lissigen Membranen blieb die Erscheinung bestehen'). Ferner blieb sie bei Mem- 


1) Ferner auch bei Temperaturen von 45—50°, 
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branen, die in 0,5 proz. Soda etwas Eiweif} durchlieBen, aus, wenn keine Ver- 
dauung stattfand. 

Es konnte schlieBlich nicht daran gezweifelt werden, da es sich um eine 
Wirkung des Fermentes auf die Spaltprodukte im Sinne einer Synthese handelte. 
Am meisten ahnelte die Erscheinung wohl der Plasteinbildung, die vom Pepsin- 
hydrolysat bekannt ist, nach Euler aber bei trypsingespaltenem EiweiB bisher 
nicht gelungen ist, hier handelte es sich um solches. 

Die Untersuchung der Hiutchen ist noch im Gange. Sie scheinen 
sich wie koaguliertes Eiwei zu verhalten, lésen sich in starker Salz- 
siiure erst beim Erhitzen, in Laugen, besonders erwirmten, leichter, 
sie geben eine starke Millonsche Rotfarbung. Die Hautchen farben 
sich mit Kernfarbstoffen und zwar so, dal} stark gefairbte und kaum 
gefiirbte Partien zu sehen sind. 

Den Verdauungsfermenten gegeniiber verhalten sie sich so, dal 
Trypsinlésung, frisch bereitet, sie in Tagen nicht nachweisbar angreift, 
waihrend Pepsinsalzsiiure sie in kurzer Zeit auflést. 

Zu dieser Beobachtung gesellten sich einige andere. 


Bei linger dauernden Fibrinverdauungsversuchen durch Trypsin verfuhr ich 
meist so, daB jede Probe doppelt angesetzt und die eine davon zwischendurch in 
ihrem Fortgang kontrolliert wurde. Der Inhalt des Reagensglases wurde dabei 
scharf abgenutscht, das auf dem Filter verbliebene unverdaute Fibrin mehrfach 
trockengepreBt und gewogen. Danach brachte ich Filtrat und Fibrin wieder zu- 
sammen und nun zeigte sich oft, daB bei der SchluBwagung von dieser Probe 
wesentlich mehr weit tiber die méglichen Behandlungsverlaste hinaus ver- 
daut worden war als von der Schwesterprobe. Bei dem Versuch, dies zu verstehen, 
erinnerte ich mich an Biedermanns Befund, dem bei seinen Amylaseversuchen 
aufgefallen war, dai in vorher gekochter Salzlésung die Fermentation erst viel 
spiter in Gang kam, was — wie ich meine — nur auf dem Verjagen der Luft und 
deren allmahlichem Wiedereindiffundieren beruhen konnte. Ich sog also Luft 
durch, auch reinen Sauerstoff und zugleich zum Vergleich pyrogallolgewaschenen 
Stickstoff — die Versuche ergaben bei Caseinlésung wie bei Fibrin eine kaum noch 
nachweisbare Beschleunigung durch den reinen Sauerstoff, keinen Unterschied 
zwischen Stickstoff und Luft. Wir werden spiater sehen, daB dieser Befund in 
seiner negativen Ausdeutung nicht bestehen bleibt, fiir den vorliegenden Fall — 
das einmalige Absaugen — bewies er jedenfalls, daB dieses ohne Bedeutung sei. 
Die an sich unwahrscheinliche Méglichkeit, daB es die einmalige, voriibergehende 
Abkiihlung sein kénne, wurde ebenfalls durch Kontrollversuche ausgeschlossen. 

Nun blieb nur die Méglichkeit, daB eine hinderliche Substanz auf dem Filter 
zuriickgehalten worden war. 

Jeder, der lingerdauernde oder mit reichlicherem Substrat ausgefiihrte Ver- 
dauungsversuche gemacht hat, weiB, daB die Lésung sich immer mehr triibt, und 
zwar bis zu grobsuspensoider Form, und daB — scheinbar — ein unverdauter 
Rest am Boden bleibt. Bei sukzessivem Zusatz des Substrates wachst dieser 
,,unverdaute Rest** immer mehr an, priift man ihn aber auch nur oberflachlich, 
so zeigt sich, dab er keineswegs unverdautes Substrat ist. Der ,,Rest*‘ einer Casein- 
verdauung') z. B. lést sich in kalter starker Natronlauge in Tagen nicht auf, wah- 
rend das Vielfache an Casein von der gleichen Lauge in Kiirze gelést wird. 


') Natiirlich ist die siurelésliche Triibung (Ca) ausgescblossen. 
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LaBt man eine Trypsinlésung bei Zimmertemperatur stehen, so 
triibt sie sich nach einiger Zeit und die Triibung nimmt zu (natiirlich 
unter Toluol). 

Bei den Trypsindialysen, erwarmten und warm-kalten besonders, 
resultierte ein Dialysat, das bis grobsuspensoid getriibt war, hiufig 
stiirker als die Ausgangslésung innen. Flocken oder Hiutchen wurden 
ohne Substratanwesenheit nie beobachtet. Die Triibung war z. T. so 
grob, daf dieser Teil vom gewohnlichen Filter zuriickgehalten wurde, 
wihrend die Membran eiweibdicht gewesen war. 

In dem MaBe, wie die Triibung zunimmt, verliert die Losung an 
Wirksamkeit, und ihre Anwesenheit wirkt wenigstens bei schon 
schwach wirksamen Lésungen und grober Triibung sowie langerer Ver- 
dauungsleistung — hemmend. Das entspricht ja auch der aus der 
Literatur bekannten Erfahrung, dai Zusatz von inaktivierter Enzym- 
lésung zu wirksamer die letztere hemmend beeinfluBbt. Starker hemmend 
als die in reiner Fermentlésung entstandene Triibung wirkt eine, die 
aus Ferment + Substrat entstanden ist, die also in der Richtung der 
, Hautchen® liegt, und zwar scheint, wie sich gezeigt hat, diese Hem- 
mung einigermaBen spezifisch fiir die Verdauung des betreffenden 
Substrates zu sein. So hemmte fein verteilte Hiutchenmasse aus 
Caseinverdauung die Verdauung des Caseins (in neuen Lésungen), aber 
nicht nachweisbar die des Fibrins. 

SchlieBlich aber ist noch ein Befund anzufiihren, der den Zusammen- 
hang zwischen der Spaltung und jenem synthetischen Vorgang scharf 
heraushebt und zugleich auf den energetischen Mechanismus wenigstens 
ein erstes Licht wirft. 

In zwei Gaswaschflaschen wurde Phosphatlésung gefiillt und hinein 
je ein Kollodiumsickchen gehingt, welches eine Trypsinphosphat- 
lésung sowie Casein im Uberschu8 mit reichlichem Bodenkérper ent- 
hielt. Durch die eine Flasche (also immer die AuBenlésung der Dialyse) 
perlte Luft, durch die andere reiner Stickstoff, Temperatur 37°, Dauer 
24 Stunden. 

Am SchluB war die AuBenlésung der Luftflasche stark flockig ge- 
triibt und zugleich innen alles Casein verschwunden, in der Stickstoff- 
flasche die AuBenlésung klar und innen noch etwa die Halfte des Caseins 
vorhanden. 

Die Rolle des Sauerstoffes bei dem Enzymablauf labt sich noch 
weiter aufzeigen. Bei Versuchen mit kleinen Substratmengen macht 
es nichts aus, ob Substrat- wie Fermentlésung vorher stundenlang mit 
Stickstoff durchspiilt waren oder mit Luft, die Zersetzung geht gleich 
rasch. Nimmt man aber viel Substrat z. B. Casein im UberschuB, so 
ist in dem StickstoffgefiB noch viel unverdaut, wenn in dem luft- 
durchperlten lingst alles gespalten ist. 
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Andererseits: bringt man reine Fermentlésungen ein oder mehrere 
Stunden auf 45—50° und leitet dabei durch die eine Portion Luft, 
durch die andere Stickstoff, so hat die letztere nachher noch eine deut- 
lich gréBere Wirksamkeit und ist ungetriibt gegeniiber der ersteren, 
die eine beginnende Triibung (nach einigen Stunden) zeigt. Noch auf- 
schluBreicher ist der Vergleich der Erwirmungswirkung bei Anwesen- 
heit von Stickstoff oder Luft oder reinem Sauerstoff. Lat man auf 
schwache (0,2—0,5proz.) Lésungen die hohe Temperatur etwa 1 bis 
2 Stunden einwirken, so sind unmittelbar nachher alle drei Lésungen 
noch klar, innerhalb von 12Stunden bei Zimmertemperatur aber ist 
die Sauerstofflésung reichlich, die Luftlésung weniger, die stickstoff- 
durchperlte nicht getriibt. Im Verdauungsversuch bei 38° erweist sich 
die Wirkungsreihe N, > Luft > O,, dagegen ergibt die Probe _ bei 
Zimmertemperatur eine anfangs schwiichere Wirksamkeit der N,- 
Losung gegeniiber den beiden anderen. Es scheint danach so, als ob 
die Zerfallsphase durch den Stickstoff etwas gehemmt wiirde, also 
noch mehr Ausgangsstufen nachblieben. Stark gehemmt erscheint 
dagegen der synthetische Teil des Ablaufes resp. ganz unterbunden, 
withrend der Sauerstoff ihn anscheinend férdert. 

Dieser Versuch ist zugleich — im Zusammenhange mit den vorigen — ein 
weiterer Beleg fiir den Zusammenhang von Thermolabilitat und Enzymwirkung. 

Erwihnt sei noch, daB auch der Zusatz von Traubenzucker sowohl die Hiut- 
chenbildung wie die Substratzersetzung fordert. Doch scheint er es nur in s¢hwa- 
chen Konzentrationen zu tun, in gréBeren dagegen zu hemmen!). 

AbschlieBend zu diesem Abschnitt sei darauf hingewiesen, da die beschriebenen 
Dialysiermethoden sich fiir die chemische Untersuchung der Enzyme auf ihren 
verschiedenen Ablaufstufen verwerten lassen. 

Ganz neuerdings wurde noch eine Beobachtung gemacht, die den 
synthetischen Charakter jener im Dialysat auftretenden eiweibartigen 
Substanzen und ihren Zusammenhang mit dem Enzymproze} deutlich 
zeigt. Wurde nimlich in der AuBenlésung reichlich Glycerin zugesetzt 
oder gegen reines Glycerin dialysiert, so trat niemals geléstes oder un- 
gelistes EiweiB auf, bei den gleichen Membranen, die in voraufgegangenen 
Dialyse-Ziichtungsversuchen solches gezeigt hatten. 

Dialyseund Enzymbildung. Ineinem groben Schalendialysator 
war, um die Dichtigkeit der P srgamentmembran zu priifen, eine etwa 
\', proz. Caseinlésung in Phosphat gegen die gleiche Salzlésung in Dialyse 
angesetzt und unter Toluol (oben) und Chloroform (unten) bei 37° 
48 Stunden stehen gelassen. Nach Ablauf dieser Zeit wurde festgestellt, 
da beide Lésungsriume mit einer stark, z.T. suspensoid getriibten 
Fliissigkeit erfiillt waren, die nach Filtration keine Siéuretriibung auf 
Casein, iiberhaupt keine EiweiBprobe, nicht einmal Biuret mehr ergab. 


1) Das Untersuchungsmaterial fiir diese Frage ist noch unzureichend, sie 
wird weiter bearbeitet. 
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Da die Triibung ganz der einer weitgehend ,,abgelaufenen® Enzym- 
losung ihnelte, ergab sich die Frage, ob die Losung Fermentwirkung 
besitze. 

Der Versuch bestiitigte das, vor allem gegen Casein, aber auch 
gegen Fibrin erwies sich die Lésung als ziemlich starkes Ferment. 


Natiirlich war dieser iiberraschenden Entdeckung gegeniiber gréBte Skepsis 
geboten. Der Versuch wurde also viele Male wiederholt. Die Zeitdauer bis zum 
volligen Geschwundensein des Caseins variierte, die Fermentkraft in der anschlie- 
Benden Probe war verschieden, allerdings waren es auch, zumal beziiglich der 
Volumina, keine vélligen Parallelversuche. Eine Lésung — von 0,3°, Casein aus- 
gehend und mit einmaliger Caseinnachfuhr nach 12 Stunden (Zeitpunkt des Casein - 
schwundes), in Dialyse gegen etwa das doppelte Volumen — war so wirksam, 
das 5 ccm davon 2 cem einer ca. | proz. Caseinphosphatlésung in !/, Stunde bei 
37° verdauten. Auch die Dialysate zeigten erhebliche Wirksamkeit. 

Auf die Kontrollen, die ich ausfiihrte, will ich hier nicht cingehen, da ja jeder 
den Versuch leicht nachmachen kann, und nur bemerken, daB die gleiche Casein- 
lésung im geschlossenen GefiB und bei gleicher Temperatur in Tagen keine groéber 
nachweisbare Abnahme des Caseingehaltes zeigte. Ein offenes Becherglas, das, 
nach Abdunsten eines Toluolrestes in den ersten 24 Stunden, ohne Bakterienschutz 
bei 37° stand, zeigte erst nach 4 Tagen eine deutliche Abnahme des Caseingehaltes. 

Ebenso fiel der Versuch im Dialysator negativ aus, wenn die Caseinlésung 
— nicht wenn die Salzlésung allein — vorher auf hohe Temperatur gebracht war. 

Die entstandene Enzymwirksamkeit war thermolabil. Die  ge- 
naueren Bedingungen des Vorganges und die Eigenschaften des ent- 
standenen Enzyms konnten noch nicht untersucht werden. 

Die Versuche, an anderen Eiwei®kérpern die Erscheinung zu re- 
produzieren, sind noch nicht spruchreif, sie scheinen, wenn auch nicht 
so eklatant wie beim Casein, positive Ergebnisse zu zeitigen’). 

Aber es muB erst noch erértert werden, ob die Annahme einer Umwandlung 
des Caseins resp. eines Teiles davon nétig ist, ob nicht die Méglichkeit einer Ver- 
unreinigung der betreffenden Praparate (Merck, Griibler) durch ein proteolytisches 
Ferment den Fall erklart. Aber weshalb verdaut dieses verunreinigende Ferment 
das Casein im Glase nicht? Oder, wenn es doch, nur sehr langsam verdaut, wie 
kommt es, daB seine Wirkungskraft wihrend der Verdauung im Dialysator fiir 
die nachherige Probe im Glase so miachtig, bis auf das Vielvielfache ansteigt ? 
Eine unter Toluol im Erlenmeyer auf 37° gehaltene 0,5 proz. Caseinlésung ist nach 
vielen Tagen fiir den gréberen Nachweis nicht caseinarmer geworden, und jenes 
erwihnte caseinogene Ferment verdaute etwa die gleiche Caseinkonzentration 
in 15 Minuten! 

Neuerdings sind noch einige Beobachtungen hinzugekommen, die 
noch weiter verfolgt werden miissen, die aber jetzt schon etwas weiter 
in dem Verstandnis fiihren und zugleich jeden Einwand aus etwaiger 
Bakterienwirkung noch griindlicher widerlegen. Die Erscheinungen 
sind zweierlei Art. Einmal hat sich folgendes gezeigt: Filtriert man 


1) Blutbreipulver, menschlicher Hodenauszug, Carcinomextrakt u. a. zeigten 
Abnahme des Gehaltes der Binnenlésung und — z. T. erheblichere Ferment- 
wirkung des Dialysats auf das Ausgangssubstrat im Reagensglas. 
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die Caseinlésung vor dem Ansatz in dem Dialysator durch ein weit- 
poriges Membranfilter, welches das Casein durchliBt, aber die bei 
Lésung von Casein in Phosphat bekanntermafen auftretende Triibung 
zuriickhalt, so geht nachher der Schwund des Caseins im Dialysator 
bedeutend rascher. 

Beispiel: 200 ccm einer 0,5 proz. Caseinlésung in ca. 0,7°% Phos- 
phat '/,, werden durch ein 5-Sek.-Filter klarfiltriert und (nach Fest- 
stellung des Caseinniederschlages darin) im groBen Schalendialysator 
gegen 500 ccm Phosphat gl. Konz. angesetzt bei 34°. Bereits nach 
weniger als 6 Stunden ist kein Casein mehr nachweisbar (natiirlich 
auch auBen gepriift). Neue zugesetzte 100 ccm 1 proz. Caseinlésung 
sind iiber Nacht abgebaut, ebenso iiber die folgende Nacht in Substanz 
zugesetzte 1g Casein, bei den Zusiatzen fiel also die Filtration fort. 
Die Fermentkraft der Innenlésung wird vor jedem Zusatz gepriift und 
ziemlich konstant- gefunden, wobei zu bedenken ist, daB durch die 
Dialyse gegen das grobe AuBenvolumen eine fortgesetzte Verdiinnung 
eintritt, da — wie die zunehmende Triibung lehrt — ein Teil immer in 
den unwirksamen Zustand iibergeht. 

Die andere Beobachtung ist diese: Saugt man von einer Casein- 
lésung in Phosphat durch ein Membranfilter ab, welches das Casein 
nicht durchlaBt, so erhalt man ein Filtrat, das erhebliche Fermentkraft 
gegen Casein zeigt, so erheblich, daB die Ausgangslésung keine 24 Stun- 
den bestehen kénnte ohne vdélligen Schwund des Caseins, wenn jene 
Fermentkraft sich darin schon entfalten kénnte. Und zwar gelingt 
diese Fermentdarstellung sowohl aus frisch bereiteter Caseinlésung wie 
aus solcher, die unter Toluol schon langere Zeit gestanden hat. Nach- 
zutragen ist noch, da auch die durch Dialyse gewonnene Ferment- 
lésung das gleiche dichte Filter mit kaum nachweisbarer Abnahme der 
Wirksamkeit passiert'). 

In eine spezielle Diskussion dieser Befunde soll hier noch nicht eingetreten 
werden, die Konsequenzen, welche sie fiir alle in Dialyseanordnung angesetzten 
Verdauungspriifungen haben, sowie auch fiir das Verstindnis des d’ Hérellephano- 
mens, bei dessen Nachweis ja auch, und zwar durch Chamberlandkerzen, filtriert 
wird, ergeben sich ohne weiteres. 

Wenn man versucht, die Ergebnisse dieser Untersuchung zu einer 
Gesamtauffassung des enzymatischen Vorganges an den Proteinen zu- 
sammenzufassen, so diirfte es sich kaum empfehlen, um einer Auf- 
lésung des Enzymbegriffes in die Vorstellung eines ablaufenden Pro- 
zesses zu entgehen, etwa nur jene wirksamen Stufen als das Enzym 
anzusprechen. Denn jene Ausgangsstufen gehéren ihrer Besonderheit 


1) Bei jener Filtration gelatiniert das Casein auf dem Filter zum Teil, und 
zwar auch aus Lésungen, die nicht entfernt mit Casein gesittigt waren, und nach 
Absaugen einer relativ kleinen Flissigkeitsmenge. 
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nach sicherlich ebenso mit unter den Begriff wie die Endstufen, deren 
Entstehung ja, wie wir sahen, ein wichtiger Faktor fiir den Wirkungs- 


grad der wirksamen Stufen ist. Es ist ja —— nach den Beobachtungen 
des voraufgehenden Abschnittes kaum anders moglich, als daB die 


wirksamen Stufen Abké6mmlinge des EiweiBteilchens sind, aber sie nun, 
einfach mit den hydrolytischen Spaltprodukten zu identifizieren, wie 
E. Herzfeld es tut, scheint mir nicht anzugehen. Die gleichen Ge- 
wichtsmengen etwa eines Trypsinpriiparates in Lésung und des Caseins 
in Dialyseumwandlung ergeben doch noch so groBben Unterschied des 
Wirkungsgrades zugunsten des ersteren, dal von einer Annahme 
spezieller Abkémmlinge des Proteins nicht abgegangen werden kann. 
In eine weitere Diskussion dariiber einzutreten, erscheint unangebracht, 
da ja der Weg zur genaueren Erforschung der Frage durch die hier 
entwickelten Methoden gewiesen ist und erst begangen sein mub!), 

Dann erst wird auch die eigentliche chemische Kernfrage, wie 
nimlich nun diese Wirkstoffe in das Proteinmolekiil eingreifen, worauf 
und zu welchen Gruppen im Eiweib ihre besondere Affinitat beruht, 
angeschnitten werden kénnen. Die interessante Beobachtung von 
Eduard Strauss, daB das Pepsin anscheinend tiber das Tyrosin in 
das Proteinmolekiil eingreift, sowie die Tatsache der Polymerisierungs- 
neigungen der Phenolderivate, speziell unter oxydativen Bedingungen 
werden hierfiir Gesichtspunkte abgeben kénnen?). 

Einstweilen kénnen wir aber héchstens dariiber Vermutungen anstellen, an 
welchem Ort des Enzymablaufes die proteinolytische Wirkung einsetzt. Nimmt 
man die Erfahrungen der Dialyse und Ultrafiltration zusammen mit denen bez. 
der Mitwirkung des Sauerstoffes, so liegt es nahe, diesen Ort mit dem Ubergang 
von analytischen zu synthetischen Prozessen am Enzymteilchen zusammenzu- 
bringen. Man wird da wohl weiterkommen, wenn man das caseinogene Enzym 
benutzt und den Vorgang des Abklingens, unter hiufigen Wirkungspriifungen, 
mit optischen Methoden verfolgt. Bisher standen mir die dazu notwendigen 
Apparaturen noch nicht zur Verfiigung. 

Zu einigermaBen bestimmten, detaillierten Vorstellungen kénnen 
wir aber schon jetzt tiber den Enzymablauf selbst gelangen. Wenn wir 
die ganze Kette von Reaktionen, welche diesen ausmachen, als eine 
Jesamtreaktion im Sinne der chemischen Gleichgewichtslehre — be- 
trachten, so liuft diese in der einen Richtung ab, weil ein unldsliches 
Produkt entsteht. Da in unserem Falle offenbar jeder Ubergang von 

1) Ein Argument gegen Herzfelds Annahme ist auch die Tatsache, dal} unsere 
Dialysate und Ultrafiltrate hitzeinaktivierbar sind und das Auftreten jener oft 
erwihnten Triibungen dabei zeigten, obwohl hier von Haus aus keine Kolloide 
mit in der Lésung waren. 

2) Bedeutungsvoll scheint mir auch die Tatsache, daB bei Gelatine als Sub- 
strat die Hautchenbildung (wie ja auch die Plasteinbildung durch Pepsin) aus- 
bleibt, bedeutungsvoll auch fiir die allgemein-biologische Rolle der EiweiBenzym- 


prozesse. 
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den Niederschlagen zu Suspensionen, kolloidal Geléstem usw. besteht. 
so werden diese ,,Kndstufen* bei wachsender Konzentration schlieBlich 
doch auch hemmen miissen, wie sich ja auch gezeigt hat. 

Wir sehen also den Ablauf einer Kette von Reaktionen, an Sub- 
stanzen, die zweifellos zur Gesamtgruppe der EiweiBkérper gehéren, 
wobei anfangs Zerfallsprozesse — es bleibt offen, ob chemischer oder 
kolloidaler Natur —, spiiter synthetische Vorgiinge im Geschehen sind. 
Fiir den ersten Teil ist wahrscheinlich nicht, fiir den zweiten wohl sicher 
die Mitwirkung energieliefernder Prozesse notwendig, die in Oxydationen, 
vielleicht auch in Garungen vom Typus der Zuckergiirungen bestehen. 

Die Erscheinung der kiinstlichen Spezifizierung laBt zwei Erklirungs- 
méglichkeiten zu: entweder nimmt man eine spezifische EKinstellung des 
Enzyms wiahrend seines Ablaufes je nach dem Substrat an, wobei noch 
die Unterannahme méglich wire, daB bei einer Mannigfaltigkeit der 
Ausgangsstufen das Substrat eine Auswahl unter den ablaufenden Teil- 


. chen trafe und so im ganzen die ,,Ziichtung’ resultierte, oder man denkt 


an eine Neuentstehung von spezifischeren Enzymteilchen aus dem 
Substrat. Im letzteren Falle wire die Méglichkeit einer Zunahme der 
Gesamtenzyme zwar keine notwendige Folgerung aber doch nicht un- 
plausibel. Zu darauf abzielenden Versuchen eignet sich offenbar das 
wirksame Dialysat oder Membranfiltrat, weil man darin keine Vor- 
stufen mehr anzunehmen hat. Die Versuche sind begonnen, einer sei 
schon wiedergegeben, weil er auch sonst noch von Interesse ist. 


Von einem etwas getriibten Caseindialysat wurde durch ein 150’-Filter ein 
Teil abfiltriert und von Filtrat wie obenstehender Lésung (aus der also abfiltriert 
war) Probe in der Anordnung 1 ccm : 1 cem 1°/, Casein : 4 eem Phosphat ange- 
setzt. Nach 51/, Stunden ist die Filtratlésung auf Essig klar, die andere noch ein 
wenig getriibt, wiederum also ein Zeugnis fiir die hemmende Wirkung der syn- 
thetischen Stufen. Von der ersteren Probelésung wird nun wieder die Halfte fil- 
triert und mit der unfiltrierten (nicht mit dem Filterriickstand) verglichen, jetzt 
in der Anordnung 2: 1:2. Anfangs verdaut die unfiltrierte besser, nachher aber 
ist nach 17 Stunden (iiber Nacht, also nicht kontinuierlich gepriift) die filtrierte 
caseinfrei, die unfiltrierte noch nicht. Bei der Filtration war also etwas von den 
wirksamen Stoffen — vielleicht durch Adsorption an die Membran — zuriick- 
gehalten, weshalb die unfiltrierte Lésung anfangs den Vorsprung hat, spiterhin 
macht sich dann die hemmende Wirkung der Endstufen in der unfiltrierten iiber- 
kompensierend geltend. 

Diese beiden Probelésungen wurden dann zusammengegossen und ohne Fil- 
tration neu 1: 1:4 angesetzt. In 30 Stunden ist alles Casein verdaut. 

Diese Verdauungsproben wurden wiederum filtriert und wieder 1:1: 4 
angesetzt. Nach 17 Stunden auf Siéure nur noch leichte Triibung, nach 40 Stunden 
(dazwischen nicht gepriift) klar. 

Diese Versuche miissen noch erweitert und vermehrt werden, alle bisherigen 
fielen im gleichenSinne aus, wonach die Fermentwirksamkeit bei solchenGenerationen 
von Verdauungsansitzen jedenfalls nicht entsprechend der wachsenden Ver- 
diinnung abnimmt, wobei man noch bedenken muh, dab, wie die Triibungen 
lehren, ja ein Teil der wirksamen Stufen immer abklingt. 
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Wie dem auch sei, jedenfalls wird die Wirkungsdauer einer Ferment- 
losung unter sonst gleichen Bedingungen durch Zusatz von Substrat 
einer-, Entfernung oder Verdiinnung der Endstufen andererseits erhoht, 
ein Beweis fiir die Neuentstehung von Ferment ist das aber so wenig 
wie die obynstehenden Versuche, denn es ist ja durchaus denkbar, dal} 
die Wirkungskraft des’ einzelnen Enzymteilchens zugleich mit einer 
Spezialisierung zunachst wiichst. 

Bei dem Hitzetod durch sehr hohe Temperatur oder bei der In- 
aktivierung unter Stickstoff triibte sich die reine Enzymlésung nicht, 
da ist offenbar der weitere Verlauf nach dem Zerfall einfach abgebrochen. 
Bei den iiblichen Temperaturen — und schlieBlich ist jede Temperatur, 
bei der die Reaktionen noch stattfinden, eine ,,Inaktivierungstempera- 
tur‘‘ — triibte sie sich und umsomehr schlieBlich in toto, je langsamer 
es ging. Wie das Auftreten der ,,Hiutchen usw. lehrt, wirkt die 
Enzymselbstsynthese dabei auch synthetisierend auf die Substrat- 
spaltprodukte und erzeugt gréBere Gesamtaggregate. Dab in spiiteren 
Stadien einer ,,Verdauung bei Vorhandensein reichlicher Npalt- 
produkte neben ungespaltenem Substrat der synthetisierende Einfluls 
den zerlegenden sogleich oder im weiteren Verlauf tiberwiegen kann, 
diese scheinbar paradoxe Erscheinung haben wir kennen gelernt. 

Hiernach ist auch sowohl der spezifisch hemmende wie der férdernde 
EinfluB mancher Aminosiuren (Abderhalden, Herzfeld) im Gegen- 
satz zu wirkungslos bleibenden anderen zu verstehen. Im ersteren Falle 
wiirden sie als ,,Blockade*’ wirken, das Enzym hatte gewissermafen 
nicht nétig, sich die Gruppen aus dem Eiwei®molekiil zu holen. Im 
letzteren dienten sie als ,,Relaix’ und verlangsamten das gesamte 
Abklingen der Enzymlésung. Beides im Sinne der oben (S. 447f.) ent- 
wickelten Uberlegung. Jch méchte vermuten, da dieselben Amino- 
siiuren, die bei einer Temperatur die EiweiBverdauung hemmen, sie 
bei einer héheren férdern werden, ebenso daB die gleichen, welche bei 
der Verdauung hemmen, bei der Hitzeinaktivierung schiitzen werden. 
Diesbeziigliche Versuche habe ich aus Materialmangel bisher leider 
nicht anstellen kénnen. 














Zur Analyse der Schiittelwirkung auf Frauen- und Kuhmilch. 


Von 
Hans Behrendt. 


(Aus der Kinderklinik der Stadt. Krankenanstalten und dem Sauglingsheim zu 
Dortmund.) 


(Eingegangen am 27, Dezember 1921.) 


Die nachstehenden Untersuchungen sind in der Absicht unternom- 
men worden, durch Klirung einer experimentell hervorgerufenen Ver- 
iinderung der Milch vielleicht neue Einblicke zu erhalten in ihre Kon- 
stitution, ahnlich, wie die experimentelle Pathologie wichtige Fort- 
schritte im Studium der Physiologie des Gesamtorganismus gezeitigt hat. 

Dieses experimentelle Vorgehen scheint mir um so notwendiger zu 
sein, als gerade die Milch dasjenige Sekret des Kérpers ist, welches die 
komplizierteste Zusammensetzung hat. Als Vereinigung krystalloider 
und kolloidalgeléster anorganischer und organischer Korper in den 
verschiedensten dispersen Phasen, mit darin emulgierten Lipoidstoffen, 
stellt sie ein solch komplexes Gebilde dar, daB es a priori begreiflich 
erscheint, wie schwierig es ist, jeden einzelnen Bestandteil dieses Kom- 
plexes seiner chemischen und physikalisch-chtmischen Struktur nach 
zu erforschen oder gar Verinderungen des Gesamtkomplexes auf 
solche einzelner Bestandteile zuriickzufiihren. So sind denn auch unsere 
bisherigen Kenntnisse in dieser Beziehung recht bescheiden: Ich erinnere 
an den Gerinnungsvorgang, an die Einwirkung von Temperatur, von 
Licht, von kiinstlicher Siuerung und an die kiinstlichen Verdauungsver- 
suche. Uberall liegt ein reiches Erfahrungsmaterial vor, aber nur wenig 
exakte Ergebnisse, die berechtigen, solche pathologischen Vorgiinge auf er- 
kannte Verinderungen bestimmter Milchbestandteile zuriickzufiihren 
und damit zu erkliren. Ganz besonders klar finde ich diese Unsicher- 
heit unserer Kenntnisse vom pathologischen Geschehen in der Milch 
durch die Tatsache illustriert, daB der wohl am meisten studierte 
Gerinnungsvorgang — doch sicher eine Veranderung des Caseins 
in der Frauenmilch nach den Angaben Engels!) giinstig, nach Lang - 


1) Engel, diese Zeitschr. 13, 93. 1908. 
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stein-Edelstein') ungiinstig vom Fettgehalt beeinfluBt wird. Welche 
Zusammenhinge da bestehen, ist noch ginzlich ritselhaft. 

Es drangt sich hier derselbe Gedanke auf, der heute beim Studium 
der Einwirkung des Milchkomplexes auf das Magen-Darmsystem des 
Sauglings ganz allgemein vorherrschend ist: Nicht nur auf die einzelnen 
Bestandteile kommt es an, sondern auf ihre Korrelation. Wunder- 
barerweise ist auf diese wichtige Abhiangigkeit der einzelnen Kom- 
ponenten zuerst bei ihrer Wirkung auf den tierischen Organismus 
hingewiesen. DaB diese Korrelation auch die Grundlage fiir das Ver- 
halten der Milchbestandteile bei solchen Prozessen ist, bei denen sie 
selbst extra corpus Verainderungen unterworfen sind, muB aufs Nach- 
driicklichste betont werden. Man kann nicht einen Bestandteil heraus- 
reiBen und in ihm allein die Quelle bestimmter Verainderungen erblicken. 
Er reagiert nur im bestimmten Milieu auf die beobachtete Weise, 
isoliert andert er stets sein Verhalten. 

Auf Grund solcher Erwaigungen nahm ich mir vor, an der Hand 
eines experimentell hervorgerufenen pathologischen Zustandes der 
Milch zunichst die Veriinderungen des Milchkomplexes an Hand der 
Konstantenmessung zu studieren und danach zu versuchen, eine Ana- 
lyse dieser Komplexverainderung in Reaktionen der einzelnen Kom- 
ponenten unter Beriicksichtigung der ,,Korrelation’’ durchzufiihren. 

Ich wiahlte den durch mechanische Erschiitterung hervorgerufenen 
pathologischen Zustand der Milch, der als solcher bereits bekannt war. 
Die von Engel?) und Eufinger®) an geschiittelter Frauen- und Kuh- 
milch angestellten Versuche haben ergeben, daB die titrierbare Aciditat 
der Kuhmilch sich nach stundenlangem Schiitteln gar nicht andert, 
wahrend die Frauenmilch etwa fiinf- bis zehnmal so viel Alkali bindet 
wie vor dem SchiittelprozeB. Dieselben Autoren haben auch versucht, 
dadurch die Quelle der beobachteten Siuerung zu finden, dab sie 
sozusagen eine fraktionierte Schiittelung der Milch vornahmen, also 
Magermilch, Sahne und Vollmilch getrennt behandelten. Sie stellten 
dabei die wichtige Tatsache fest, das die Frauenmagermilch nur sehr 
wenig, die Sahne dagegen sehr stark beim Schiitteln siuerte, und kniipf- 
ten selbst daran die Vermutung, daB dem Fett ein entscheidender Ein- 
fluB auf den ProzeB zufiele. 

Bevor man daran gehen darf, nach einzelnen Bestandteilen der 
Milch als Quelle des Saiuerungsphinomens zu suchen, ist es m. E. 
zweckmabig, zu iiberlegen, was fiir Prozesse iiberhaupt durch einen 

1) Langstein- Edelstein, Jahrb. f. Kinderheilk. 72, Erginzungsh., S. 1. 
1910. 

*) Engel, Monatsschr. f. Kinderheilk. 11, 578. 1913; 12, 559. 1913. 

3) Eufinger, Die Veranderung der Frauen- und Kuhmileh durch Schiit- 
teln. Inaug.-Diss. Giessen 1912. 
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solchen mechanischen Vorgang nach unseren heutigen Anschauungen 
ausgelést werden kénnten. Erstens: Sind rein chemische Umsetzungen, 
etwa hydrolytische Spaltungen, oder der Ubergang von basischen in 
saure Salze, als Folge rein mechanischer Einfliisse méglich? Zweitens: 
Kennen wir Anderungen des kolloidalen Zustandes durch Schiittel- 
wirkung, welche eine vermehrte Aciditat bedingen? Die erste Frage 
ist wohl ohne weiteres zu verneinen, und auch die zweite Méglichkeit 
laBt sich kolloidchemisch nicht stiitzen, ohne wieder andere primire 
Veranderungen im Dispersionsmittel zu supponieren. Wir miissen also 
davon absehen, eine direkte Einwirkung des Schiittelns auf eine Milch- 
komponente und dadurch ausgeléste Siuerung anzunehmen, vielmehr 
daran denken, ob nicht eine indirekte Beeinflussung vorliegt durch 
einen neu hinzutretenden Faktor. Dieser Faktor miifte dann primir 
beim Schiitteln wirksam werden und seinerseits erst auf die Milch- 
komponenten im Sinne der Siuerung einwirken, und zwar diirfte das 
nur in der Frauenmilch der Fall sein. 

Als solche Faktoren kommen Bakterien und Fermente in Betracht. 

Die Bakterien sind von jeher mit Vorliebe fiir die mannigfachen 
Veriinderungen der Milch verantwortlich gemacht. Wollte man das 
auch in diesem Falle tun, so miiBte eine Verstirkung der Bakterien- 
wirkung durch schon etwa dreistiindiges Schiitteln angenommen werden, 
wofiir absolut keine Anhaltspunkte vorliegen. Denn die Temperatur 
stetig bei dem Schiitteln, wie Engel") zeigte, nur um héchstens 1 —1!/, ° 
Die frisch abgespritzte Frauenmilch enthalt ferner sicher sehr viel 
weniger Bakterien als die oft mehrere Tage alte Kuhmilch, welche aber 
trotzdem nach stundenlangem Schiitteln noch keine Siiuerung aufweist. 
Die Auffassung, die Bakterien seien als Ursache der Abspaltung freier 
Saiuren aus einem der Milchbestandteile anzusehen, entbehrt bisher 
jeder Grundlage und erscheint héchst unwahrscheinlich. 

Bleiben also die Fermente. Von ihnen ist aber bisher nur eine 
Inaktivierung durch Schiitteln bekannt?), so daB es nicht als berech- 
tigt erscheint, eine Aktivierung eines Milchfermentes und eine kon- 
sekutive Herbeifiihrung der Siuerung anzunehmen. Dennoch war mir 
diese Erklarung biologisch am wahrscheinlichsten, und unter Beriick- 
sichtigung der schon bekannten Tatsachen, dab nur in fetthaltiger 
Milch die Aciditatssteigerung eintritt, und daB nach den Untersuchungen 
Davidsohns*) die Frauenmilch im Gegensatz zur Kuhmilch ganz 
besonders reich an einem fettspaltenden Ferment ist, stellte ich die 
Arbeitshypothese auf, daB diese Lipase, durch Schiitteln akti- 
viert, eine Fettspaltung und durch die freiwerdenden Fett- 


1) Engel, a.a. O. 
*) Oppenheimer, Die Fermente 2, 882. 1913. 
®) Davidssohn, Zeitschr. f. Kinderheilk. 8, 14. 1913. 
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siuren die Aciditatssteigerung verursacht. Zwei Dinge sind 
also zur Auslésung der Sauerung erforderlich, das Ferment und das Fett 

Es muB nun erértert werden, wie man sich die Schiittelaktivierung 
im einzelnen vorstellen soll. Ich nehme keine Anderung der Ferment- 
struktur in irgendeinem Sinne an, sondern stelle mir vor, daB die im 
Milchserum enthaltene Lipase erst beim Schiitteln in dem zur Wirkung 
notwendigen Grade an das Fett adsorbiert wird. Ferment und Fett 
sind zwar von vornherein vorhanden, werden aber erst durch den 
SchiittelprozeB in so innigem Kontakt gebracht, da eine Wirkung 
eintritt. Der normalerweise in hydrophil-kolloidalen und in Ferment- 
lésungen beim Schiitteln vor sich gehenden adsorptiven Ansammlung 
der Teilchen im Schaum mit folgender inaktivierender Hautchenbil- 
dung!) kénnte vielleicht in der Milch das emulgierte Fett entgegen- 
wirken. Es wiirde mit der groBen Oberfliiche seiner Fetttrépfchen das 
Ferment gewissermaBen abfangen und damit die Hautbildung und 
Umwandlung des Fermentes in die inaktive Modifikation verhiiten 

Die Schiittelaktivierung kinnte alsoin einer Adsorption 
des kolloidal gelésten Fermentes an das emulgierte Fett 
bestehen. 

Mit diesen Vorgiingen sind nun keineswegs die Wirkungen der 
mechanischen Erschiitterungen erschépft. Beriicksichtigt man, wie 
oben betont, die komplexe Zusammensetzung und die Korrelation, so 
ergibt sich von selbst die Vorstellung, daB einerseits wohl auch die 
anderen Komponenten, vor allem die EiweiBkérper, durch Schiitteln 
verandert werden kénnten, dab andererseits die durch Verseifung der 
Fette entstehenden Produkte nicht ohne EinfluB auf die Beschaffenheit 
der Milchkolloide bleiben kénnen. 

Wieweit der gesamte Komplex solcher Vorstellungen, vor allem 
die Hypothese der durch das Schiitteln herbeigefiihrten fermentativen 
Fettspaltung berechtigt ist, sollen die nun zu schildernden Versuche 
zeigen. Und zwar wird erstens der EinfluBb des Fettes, zweitens der 
Temperatur als Beweis herangezogen, drittens der gegenseitige 
Austausch verschiedener Komponenten von Frauen- und Kuh- 
milch benutzt, viertens der analytische Nachweis der Fettsauren 
selbst versucht, und endlich werden stalagmometrische Unter- 
suchungen zu besprechen sein. 


Der EinfluB des Fettes. 
Methodisches. In diesen und allen folgenden Versuchen wurde die Aciditit 
als Séuregrad nach Thérner?) gemessen unter Verwendung von 2 proz. alkoho- 
1) Naheres hieriiber siehe HOber, Physikalische Chemie der Zellen und Ge- 
webe 1914, 4. Aufl., S. 219. 
*) Naheres siehe Grimmer, Chemie und Physiologie der Milch. Verlag 
P. Parey. Berlin 1910, S. 50. 
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lischer Phenolphthaleinlésung als Indikator (6 Tropfen). Die so erhaltenen Werte 
sind zwar absolut etwas zu niedrig, aber der Farbenumschlag ist schirfer. 

Die Fettbestimmung erfolgte mit dem Gerberschen Butyrometer. Die Ent- 
rahmung wurde durch den in der hiesigen Milchkiiche verwendeten Separator 
bewirkt. Das Schiitteln erfolgte in einer durch Wassermotor getriebenen Schiittel- 
maschine, deren Bewegungen leider von dem jeweils herrschenden Druck im 
Leitungssystem abhaingig waren. 

Unterwirft man nebeneinander Frauenvollmilch und aus dieser 
hergestellte Magermilch dem SchiittelprozeB, oder auch Magermilch mit 
verschiedenem Fettgehalt, so zeigte sich stets in Ubereinstimmung 
mit den Ergebnissen von Engel eine deutliche Abhingigkeit des 
Grades der Siuerung vom Fettgehalt des verwendeten Substrates. Gut 
entrahmte Milch siuert fast gar nicht, dagegen tritt schon bei einem 
Gehalt von 0,5—0,7% Fett eine starke Séiuerung ein. (Siehe Tabelle I.) 


Tabelle I. Frauenmilch. 





Versuchs- | Fettgehalt , Reninentat ) ysl 

ehceeaig A % urspriinglich geschiittelt Stdn. 
29a 6.3 8.0 17,0 5 
28a 6 4.0 16,0 7 
52 3.8 3,0 21,0 s 
53 2.9 1,0 17,0 101/, 
37 2.4 3.0 18,0 9 
38 0,7 2,0 13,0 T/, 
28 b 0,5 2,0 11,0 7 
48 0,5 5.5 8.0 6 
29 b 0,4 3.0 8.0 5 
42 0,2 1,0 1,5 10 
43 O15 2,0 5,0 6 
49 0.1 15 1,5 81/, 








*) Siuregrade nach Thérner. 


Dabei sind die proportionellen Unterschiede bei weitem kleiner als die 
absoluten Differenzen der Werte fiir Voll- und Magermilch. Je geringer 
der Fettgehalt, desto kleiner die urspriingliche Aciditat, desto niedriger 
auch der erreichte Schiittelwert. Der Grad der Sauerung geht dem 
Fettgehalt annahernd parallel. Das gilt fiir die Frauenmilch. Dagegen 
wird ebensowenig wie die Kuhmilch selbst auch ihre Magermilch durch 
das Schiitteln in ihrer Aciditat nennenswert beeinfluBt. (Siehe Tabelle IT.) 
Ihr Gehalt an Lipase ist entweder zu gering, oder dieselbe ist zu wenig 
wirksam, um solche Erscheinungen auszulésen, wie es das Ferment 
der Frauenmilch tut. Wird auch dieser das Fett entzogen, so verliert 
das Ferment das Material, und die Siuerung bleibt ganz oder teilweise 
aus, je nach dem Grade der Entrahmung. 

Als Nebenbefund sei erwahnt, daB die Kuhmilch bei geniigend langem 
Schiitteln fast immer butterte, und dann stets in Form einer oder weniger 
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Tabelle If. Kuhmilch. 














“iditat * Dauer des 
Versuchs- Fettgehalt Aciditat *) pineal 
nummer o urspringlich geschiittelt Stdn 
32a 3,5 10,5 11,0 3/5 
31a 2,9 10,0 11,0 7/4 
34 2,0 12,0 12,5 7 
3Lb 01 10,0 12,0 7), 
32 b 0,1 11,0 12,0 3*/, 
33 0,1 10,0 9,0 3 


*) Siuregrade nach Thirner. 


groBer Butterkugeln. In der Frauenmilch blieb diese Butterung ent- 
weder ganz aus, oder sie erfolgte in Form von zahllosen kleinsten Kiigel- 
chen von etwa HirsekorngréBe. 


Der Einflu8 der Temperatur. 

Um den Schiittelvorgang als einen fermentativen Prozef} zu er- 
weisen, muBte versucht werden, die Lipase durch Erhitzung abzutéten. 
Das geschieht nach den Angaben von Marfam und Gillet!) bei einer 
Temperatur von tiber 64°. In der Tat blieb in jeder Milch nach 
zweistiindigem Erwirmen auf 65° im Wasserbade die Saiue- 
rung beim darauffolgenden Schiitteln aus. Es zeigte sich aber, 
wie Tabelle I]]a lehrt, dieselbe Wirkung schon bei 53° und dariiber, 


Tabelle Ila. 
Wirkung der Temperatur. 





Frauenmilch. —- Sauregrade nach Thoérner. 
Versuchs- Urspriingliche Erwarmt auf Aciditét nach a 
nummer Aciditat Grad C Schitteln Stdn. 

14b 5.5 44 13,5 4°/, 
Ida 3.5 45 13,0 4 
l4a 5.5 46 14.0 43/, 
15 b 3,0 48 12,0 4 
lba 6,0 48 14.0 4 
17a 12.0 49 16,5 4 
16 b 5.5 50 8,0 4 
18a 3,0 50 6.5 3 
13 3,0 5O 5.0 r 
40 2,4 51 8.5 6 
17 b 14.0 51 16,5 4 
Wb 2.5 53 95 3 
25 4.5 55 4.5 8 
26 4,0 55D 4.0 7 

9 5.0 66 45 4 
10 6,0 66 6.0 6 
11 3,0 67 3,0 4 


1) Marfan und Gillet, Monatsschr. f. Kinderheilk. 1, 57. 1902. 
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wahrend von 50— 54° nur eine leichte bis schwerere Hemmung der 

Saiuerung beim Schiitteln bewirkt wurde. Zur Kontrolle wurde in den 

Versuchen, in denen die Sauerung nach Erhitzen ausblieb, auch un- 

erwirmte Milch geschiittelt, die stets siiuerte, wie Tabelle I11b zeigt. 
Tabelle HIb. 


Wirkung der Temperatur. 





Frauenmilch. Sauregrade nach Thérner. 
waeaieis Urspriingliche Aciditét nach Schiitteln swe hn 
Sener Aciditat unerwirmt erwirmt *) Stdn. 

13 3,0 15,0 5,0 7 
9 5.0 11,0 4.5 } 
10 6,0 23,0 6,0 6 
11 3,0 19,0 3,0 4 
25 4.5 20,5 4.5 8 
26 4.0 15,0 4,0 7 








*) Die angewandten Wirmegrade gehen aus den entsprechenden Versuchen 
der Tabelle Illa hervor. 
Die Deutung dieser Befunde ist schwierig. Ich wage nicht zu entscheiden, 
ob durch die Gegend von 50—65° nur der Zustand des lipolytischen 
Fermentes so beeinfluBt wird, daB keine Adsorption des an und fiir sich 
noch aktiven Fermentes erfolgen kann, oder ob tatsiichlich schon eine 
absolute Unwirksamkeit entgegen den Befunden anderer Autoren vor- 
handen ist. Das erstere erscheint mir wahrscheinlicher, wenn man 
beriicksichtigt, dab gerade bei 50° die Hautbildung in hydrophilen 
Kolloiden und in der Milch einsetzt. Jedenfalls wird auch die Mager- 
milch, wie spitere Versuche zeigen, durch Erwirmen auf 55° ihrer 
lipolytischen Fahigkeit beraubt, und es ergibt sich somit der Schlubs, 
daB die Lipase der Frauenmilch bei Temperaturen von tiber 55° nicht 
mehr fermentativ wirksam ist, wenigstens dann nicht, wenn man die 
Saiuerung beim Schiitteln als Kriterium wahlt. 


Austauschversuche. 

Die Kuhmilch siuert nicht beim Schiitteln, weil ihr das fettspaltende 
Ferment in der nétigen Menge und Aktivitat fehlt. Die Frauenmager- 
milch bleibt ebenfalls unverandert, weil die in ihr enthaltene Lipase 
kein Fett zur Verfiigung hat, auf das sie einwirken kann. Tut man 
dagegen Kuhmilch zu Frauenmagermilch, so enthalt die Mischung Fett 
und wirksames Ferment, die aciditatsvermehrende Fettspaltung, welche 
in den beiden einzelnen Komponenten nicht eintritt, miiBte somit jetzt 
vor sich gehen. Um dieses zu beweisen, wurden 7 Versuche so angestellt, 
da Kuhmilch und Frauenmagermilch, jede gesondert und auch zu 
gleichen Teilen gemischt, zunichst auf ihr Laugenbindungsvermégen 
gepriift, dann dem SchiittelprozeB unterworfen und dann wieder gegen 
0/9 NaOH titriert wurden. 6 Versuche zeigten, wie Tabelle IV lehrt, 
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die erwartete sehr starke Aciditiatssteigerung der Mischmilch, wihrend 
die beiden Komponenten allein kaum veriindert waren. Ohne den 
fermentativen, durch Schiitteln ausgelésten Spaltungsvorgang, miibte 
die Aciditat der Mischung, ebenso wie vor dem SchiittelprozeB, gleich 
dem arithmetischen Mittel aus der Acidititssumme beider Einzel- 
milchen sein. Dieser jedesmal berechnete Wert (Spalte 5 der Tabelle IV) 
wird weit tiberschritten. 
Tabelle IV. 
V.-M. = Vollmilch; “M.-M. = Magermilch. 


Die Zahlen bedeuten Thérnersche Sauregrade. 





I 2 38 4 5 6 
Ver- Kuh-V.-M. Frauen-M.-M. ‘is Kab-V-M. | | Arithm. Mittel Schiittel- 
suchs- + '/, Frauen-M.-M. [yon 2 + 3 ge- dauer 

nummer frisch geschiittelt} frisch  gesehiittelt] frisch geschiittelt schiittelt Stdn. 











43 10,0 11,0 1,5 5,0 5,5 8.0 8.0 6 
42 11,0 11,0 1,0 1,5 6.0 18.5 6,25 10 
44 10,0 11,5 0.5 3,0 5.0 12,0 7,25 8 
45 11,0 11,0 1,5 2.0 6,0 21,0 6.5 7 
46 12.0 12,0 1,5 2,0 6,0 21,0 7.0 6 
47a 10,0 10,5 1,5 2.0 5.0 23.0 6,25 6 
38 11,5 12,0 2.0*) 13,0 6.0 20,0 12,5 7 
47b 10,0 10.5 0,5**) 09 4.5 | 5,0 5,7 6 


*) Der Fettgehalt betrug 0,7°/,, daher die Aciditatssteigerung beim Schiitteln. 
Siehe Tabelle [ unter gleicher Versuchsnummer. 

**) Die Frauenmagermilch war auf 55 Grad erhitzt. daher keine Aciditits- 
steigerung beim Sehiitteln. 

Wird statt frisch gewonnener Magermilch durch Warme inaktivierte 
Frauenmagermilch zur Kuhmilch hinzugefiigt, so bleibt die Saiuerung 
wiederum aus. Dies zeigt sehr deutlich Versuch Nr. 47 der Tabelle IV, 
wo ich nebeneinander zwei Portionen derselben Frauenmagermilch auf 
Kuhmilch einwirken lie}, einmal in unbehandeltem, das andere Mal in 
inaktiviertem Zustand. 

Weitere Versuche sollten erweisen, da} durch Erhitzung inaktivierte 
Frauenmilch nach Zusatz des Fermentes wieder dieselben Eigenschaften 
zeigt, wie in dem urspriinglichen unversehrten Zustand, niaimlich dal 
sie beim Schiitteln siuert. Zu diesem Zweck wurde zu Frauenmilch, 
welche 2 Stunden auf 55° erhitzt war und sich danach, wie wir gesehen, 
durch Schiitteln nicht mehr verandert. frisch gewonnene Magermilch, 
die aus derselben Frauenvollmilch bereitet war, in gleicher Menge zu- 


gesetzt. Dadurch wurde wiederum das wirksame Ferment zu einer 
fettreichen aber lipaselosen Fliissigkeit zugesetzt, und prompt trat 
beim Schiitteln die Aciditatssteigerung wieder ein, die bei 
den einzelnen Paarlingen natiirlich ausbleiben mubte. Das zeigt deut- 
lich Tabelle V, deren Spalte 4 wieder die errechneten Werte fiir den Fall 
wiedergibt, daB nur eine Addierung der Aciditatswerte eingetreten ware. 
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Tabelle V. 
V.-M. = Vollmilch; M.-M. = Magermilch. 


Die Zahlen bedeuten Thérnersche Sauregrade. 














I 2 3 4 5 6 
: '', Frauen-V.-M. in- 
Ver: age tno in- Frauen-M.-M aktiv. + +/, Frauen- Arithm. Mittel schittel- 
suchs- enabirtt M.-M. von 2 + 8 ge- dauer 
nummer unge- ge- unge- ge- unge- ge- schiittelt 
schiittelt schiittelt | schiittelt schiittelt |} schiittelt schiittelt Stdn 
* 
40 y Bs; 8.5 1,8 8.3 y | 13,0 84 6 
48 6.0 6.6 5.5 8,0 6,0 15.5 7.0 6 
49 3.0 2.0 15 1.5 23 14.0 1.75 81/5 


Der Nachweis fliichtiger Fettsiuren. 

Obwohl durch die mitgeteilten Versuche die Richtigkeit der eingangs 
auseinandergesetzten Anschauung tiber die Ursache der Aciditatssteige- 
rung beim Schiitteln erwiesen zu sein scheint, hielt ich es fiir erstrebens- 
wert, vielleicht die beim Schiitteln unseres Erachtens aus dem Fett 
entstehenden Spaltprodukte, am besten die entstehenden Sauren selbst, 
chemisch nachzuweisen und zu identizifieren, um dadurch zugleich 
jede andere Substanz neben dem Fett als Quelle dieser Siuerung aus- 
zuschlieBen. Das wiirde am sichersten gelingen durch den Nachweis, 
daB die hohen Fettsiuren. nach dem Schiittelo zum Teil in freiem 
Zustand da sind, denn diese kénnten nur aus dem Fett stammen. Eine 
geeignete Methode dazu konnte ich aber nicht finden, und auch von 
ihrem rein qualitativen Nachweis durch Darstellung der Silbersalze 
muBte Abstand genommen werden, weil nur ein solches Verfahren in 
Betracht kam, das gestattete, geringe Mengen vorhandener Sauren 
in freier oder Salzform annihernd quantitativ nachzuweisen, ohne durch 
diesen Nachweis selbst irgendwelche Veranderungen in der Milch hervor- 
zurufen. Will man daher tiberhaupt Fettsiuren bestimmen, so ist man 
gezwungen, sich auf die niederen fliichtigen Fettsiuren zu beschrinken. 
Ihre Entstehung aus dem Zucker auf bakteriellem oder fermentativem 
Wege ist ebenso unwahrscheinlich und unerklarlich, wie dies fiir das 
ganze Siuerungsphinomen eingangs auseinandergesetzt ist, und wir 
halten uns fiir berechtigt, eine schon nach Stunden nachweisbare Ver- 
mehrung der fliichtigen Fettsiiuren mit der allergr6Bten Wahrscheinlich- 
keit auf eine Fettspaltung zuriickzuftihren. 

Ich bediente mich der Methode von Bahrdt, Edelstein, Lang- 
stein und Welde!), die in einer kombinierten Anwendung der Vakuum- 
und Wasserdampfdestillation besteht. 


1) Bahrdt, Edelstein, Langstein und Welde, Zeitschr. f. Kinderheilk. 
ft, 151. ¥9rl. 
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Sie besitzt unter anderem den Vorteil, daB Milchséure, deren Entstehung 
aus Zucker noch am ehesten durch bakterielle Einwirkung in so kurzer Zeit méglich 
erscheinen kénnte, so gut wie quantitativ im Riickstand bleibt, und der Bestim.- 
mung entgeht. Alle sauren Produkte, die in unseren Versuchen im Destillat durch 
Titration mit Natronlauge festgestellt werden konnten, stammen daher aus dem 
Fett. Weder Zucker noch Eiwei8 kénnen innerhalb so kurzer Zeit — die Versuche 
dauerten nie linger als 10 Stunden — eine so tiefgreifende Zersetzung erlitten haben. 

Von einer und derselben Kuh- bzw. Frauenmilch, deren titrierbare Aciditat 
bestimmt war, wurde eine Portion von etwa 200—300 ccm sofort der V.-D.-Destil- 
lation unterworfen, eine andere Portion wurde der Schiittelmaschine iibergeben 
und erst nach stundenlangem Schiitteln destilliert, ebenfalls nach Feststellung 
ihres Alkalibindungsvermégens. In einigen Versuchen wurde allein die freie Saure 
bestimmt, in anderen Fallen durch Zusatz von Phosphorsiure vor der Destillation 
auch der gebundene Anteil freigemacht und somit die gesamten léslichen fliichtigen 
Fettsiuren im Destillat gewonnen. Im einzelnen folgte ich genau den methodischen 
Angaben von Bahrdt usw. 


Versuche mit Frauenmilch. 


Versuch 50: Frische Frauenmilch, Sauregrad 2,0. 300 ccm 

Mileh im V.-D. destilliert: 

Dest. I: 90 Min. 800 cem Destillat verbr. . . . . 0,5 cem ®/15-NaOH 
Versuch 37a): Frische Frauenmilch, Sauregrad 3,0. 

300 cem Milch im V.-D. destilliert: 





Dest. I: 75 Min. 540 ccm Destillat verbr. . . . . 0,2 com ®/,)-NaOH 
Dest. I]: 60 Min. 450 cem Destillat verbr.. . . . 0,1 cem 2/,)-NaOH 
gebundene Saéuren............... 0,3 com 2/,.-NaOH 


b) dieselbe Milch nach 9stiindigem Schiitteln. Saure- 
grad 18,0. 300 ccm im V.-D. destilliert: 
Dest. I: 90 Min. 650 ccm Destillat verbr. .  1,! cem 2/,,-NaOH 
Dest. II: 100 Min. 760 ccm Destillat im verbr.. . 1,4 cem ®/,.-NaOH 
2,5 eem ®/,)-NaOH 





gebundene Sauren 

Versuch 5la): Frische Frauenmilch. Sauregrad 3,0. 
200 ccm Milech + 15 cem 25proz. Phosphorsiure 
im V.-D. destilliert: 





Dest. I: 90 Min. 810 cem Destillat verbr. . . . . 1,2 com ®/,)-NaOQH 
Dest. I1: 60 Min. 550 ccm Destillat verbr.. . . . 0,4 com ®/,)-NaOH 
SOERIONG TAMER, oe ko. ies tuevens so a) EO eet  meOn 


b) Dieselbe Milch nach 8stiindigem Schiitteln. Saure- 
grad 22,0. 200 ccm Milch + 15 ccm 25proz. Phos- 
phorsiure im V.-D. destilliert: 





Dest. I: 50 Min. 700 ccm Destillat verbr. . . . . 3,0 cem ®/\)-NaOH 
Derst. II: 65 Min. 780 cem Destillat verbr. . . . 1,4 cem 2/,,-NaOH 
gebundene Séuren...........2.2.2.. «4,4 ccem "/;).-NaOH 


Versuch 52a): Frische Frauenmilch. Sauregrad 3,0. 
200 cem Milch + 15 cem 25 proz. Phosphorsiure im 
V.-D. destilliert: 
Dest. I: 70 Min. 680 ccm Destillat verbr. . . . . 0,55 com ®/,)-NaOH 
Dest. If: 40 Min. 390 ccm Destillat verbr.. . . . 0,25 cem ®/,.-NaOQH 





gebundene Séuren.......... . . 0,8 eem ®/,,-NaOH 
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b) Dieselbe Milch nach 8stiindigem Schiitteln. Saure- 
grad 21,0. 200 cem Milch + 15 cem 25 proz. Phos- 
phorsdure im V.-D. destilliert: 





Dest. 1: 70 Min. 885 ccm Destillat verbr. . . . . 3,0 com ®/;9-NaOQH 
Dest. II: 40 Min. 560 cem Destillat verbr.. . . . 0,9 com ®/;)-NaOQH 
gebundene SAuren . .. 2. .5.6...... 9,0 com 2/,,-NaOH 


Versuch 53a): Frische Frauenmilch. Sauregrad 1,0. 
2) cem Milch + 15 cem 25 proz. Phosphorsiure im 
V.-D. destilliert : 





| Dest. I: 60 Min. 590 cem Destillat verbr. . . . . 0,48 cem ®/,)-NaOH 
Dest. IL: 40 Min. 400 com Destillat verbr. . . . . 0,15 cem ®/,5-NaOH 
gebundene Séuren..............-. 0,63 com ®/,,.-NaOH 


b) Dieselbe Milch nach 10'/,stiindigem Schiitteln. 
Sauregrad 17,0. 200 ccm Milch + 15 cem 25 proz. 
Phosphorsiure im V.-D. destilliert: 





Dest. I: 970 cem Destillat 60 Min. verbr. . . . . 2,6 com ®/;9-NaOH 
Dest. If: 40 Min. 410 cem Destillat verbr.. . . . 0,53 cem ®/,)-NaOQH 
gebundene Séuren .............. . 3,13 com 3/j-NaOH 


Versuche mit Kuhmilch. 


“i Versuch 35: Frische Kuhmilch. Sauregrad 12,0. 
i 400 ccm Milch im V.-D. destilliert. 








ie 

i Dest. I: 120 Min. 800 ccm Destillat verbr.. . . . 0,1 com ®/,9-NaOH. 

! Versuch 36:  Frische Kuhmilch. Sauregrad 11,0. 

q 9 Stunden geschiittelt, danach Sauregrad 12,0. 

q 220 cem Milch im V.-D. destilliert. 

A Dest. I: 75 Min. 470 emm Destillat verbr, . . . 0,1 com ®/,)-NaOH 
| Versuch 54a): Frische Kuhmilch. Sauregrad 13,5. 

f 200 emm Milch + 15 ccm 25° Phosphorsiure im 

B V.-D. destilliert. 

i Dest. [: 40 Min. 300 cem Destillat verbr. . . . . 1,1 com ®/,;)-NaOH 
i Dest. II: 35 Min. 290 cem Destillat verbr. . . . . 0,5 cem ®/,)>-NaOQH 
i gebundene Séuren ............... 41,6 com ¥/,,-NaOH 
q Versuch 54b): Dieselbe Milch nach achtstiindigem 

F Schiitteln. Sauregrad 18,0. 200 cem Milch + 15 cem 

q 25°, Phosphorsiure im V.-D. destilliert. 

dl Dest. I: 45 Min. 330 cem Destillat verbr. . . . . 2,1 cem ®/,)-NaQH 
I; Dest. II: 20 Min. 190 com Destillat verbr.. . . . 0,3 com ®/,)-NaOH 

q gebundene SéAuren. .............. 2,4 ccm 9/,.-NaOH 
o Die voranstehenden Versuchsprotokolle zeigen zunichst in Uber- 
‘ einstimmung mit anderen Autoren’), daB sowohl frische Kuhmilch als 
' i 4 ; % me ™ 

; auch Frauenmilch nur ganz geringe Mengen fliichtiger Siuren enthilt 
(etwa entsprechend 1 cem "/,,-NaOH auf 200 ccm Milch). Sie bilden 
{ aber nur einen geringen Teil der titrierbaren Gesamtaciditat, auch der 
i frischen Milch. Die geschiittelte Kuhmilch nun laBt ebensowenig wie 
f in der Gesamtaciditat eine wesentliche Zunahme des Gehaltes an fliich- 





1) Siehe z. B. Bahrdt, usw., l. c.; ferner Pfaundler und Schiibel, Zeitschr. 
f. Kinderheilk. 30, S, 62. 1921. 
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tigen freien Fettsiuren nach dem Schiitteln erkennen, weder in freiem 
Zustande noch in Salzform. Ganz anders die Frauenmilch. Wahrend 
sie unbehandelt nur winzige Mengen von freien Sauren 
enthalt, lassen sich aus der geschittelten Portion stets 
éerheblich mehr freie Fettsiuren gewinnen. Dieser Zuwachs 
wird ganz besonders deutlich, wenn man, wie z. B. in den Ver- 
suchen 51-53 die Maximalwerte, also freie plus gebundene Siure 
vor und nach dem Schiitteln vergleicht. 

Betrachtet man den Anteil, den die fliichtigen Fettsiuren vor und 
nach dem SchiittelprozeB an der Gesamtaciditat haben, so ist er in beiden 
Fallen nur sehr gering; das darf nicht wundernehmen. Ein Blick auf 
die Zusammensetzung des Frauenmilchfettes lehrt, daB sein Gehalt an 
fliichtigen Fettsiuren nur sehr gering ist. (Reichert-Meisslsche 
Zahl 2,5, in der Kuhmilch 27,0)!). Der nach Abzug der fliichtigen Fett- 
siuren von der Gesamtaciditét verbleibende Rest wird also in der 
Hauptsache von den tibrigen Saiurekomponenten des Fettes, zum gréBten 
Teil von der Olsiure reprisentiert (iiber 50°,). DaB die Zunahme der 
fliichtigen Fettsiuren nicht genau proportional dem Wachsen der 
Gesamtaciditat erfolgt, sondern etwas zuriickbleibt, ist wohl am ehesten 
wieder mit dem Hinweis auf die komplexe Natur aller solcher Vorgiinge, 
auf die Beteiligung z. B. des Eiweibes (Siurebindungsvermégen des 
Caseins) und der Salze (Umwandlung von Phosphaten) verstindlich. 

Als Ergebnis der Destillationsversuche ist die Tatsache zu betrachten, 
dab geschiittelte Frauenmilch eine erhebliche Vermehrung der wasser- 
léslichen fliichtigen Fettsiuren aufweist, was in der Kuhmilch nicht 
der Fall ist. Dies muB als weiterer exakter Beweis dafiir gelten, dab 
nur das Fett die Quelle der Saiuerung sein kann. 


Die Veriinderung der Oberflichenspannung. 

Spontane Lipolyse in der Frauenmilch nach 24stiindigem Stehen 
auf Eis wurde von Davidsohn?) durch Messung der Oberflichen- 
spannung nachgewiesen. Er fiihrt die hierbei auftretende betrachtliche 
Erniedrigung der Oberflichenspannung auf das Entstehen freier Fett- 
siiuren zuriick, die sehr oberflichenaktiv sind. In der Kuhmilch bleiben 
diese Vorgiinge aus. Wenn das Schiitteln tatsachlich nur einen auch 
spontan langsam vor sich gehenden ProzeB, namlich die fermentative 
Lipolyse, aktivierend beschleunigt, so miissen sich nach dem Schiitteln 
gleichsinnige Erscheinungen in den Oberflachenwirkungen nachweisen 
lassen, wie sie Davidsohn nach langerem Zuwachsen spontan ent- 
stehen sah. Es muB ferner derselbe Unterschied zwischen Frauen- und 
Kuhmilch beim Schiitteln da sein, den derselbe Autor nach 24stiindigem 


1) Sommerfeldt, Handbuch d. Milchkunde 1909, 8. 796. 
*) Davidsohn, a.a. O. 
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Stehen der Milchen stalagmometrisch beobachten konnte. Es sei vor- 
weggenommen, dai diese Annahme zutrifft. Aus der Tabelle VIT ist 
ohne weiteres zu ersehen, wie die Tropfenzahl bei der Frauenmilch 
stark wiachst. Die Kuhmilch andert sich dagegen nicht. 

Ist es berechtigt, aus dieser Tatsache den SchluB zu ziehen, daB 
eine teilweise Verseifung der Fette stattgehabt hat, und die sauren Spalt- 
produkte deshalb fiir die Erniedrigung der Oberflichenspannung §ver- 
antwortlich zu machen? Gewib ist dies eine Art der Erklirung. Sie 
besitzt aber erst dann alleinige Giiltigkeit, wenn alle anderen Ur- 
sachen ausgeschlossen sind. Solche anderen Erklirungsméglichkeiten 
sind aber gerade fiir die Oberflachenspannungserniedrigung, die beim 
Schiitteln eintritt, viel eher gegeben als bei den Davidsohnschen 
Versuchen. In konsequenter Beriicksichtigung der schon mehrfach be- 
tonten komplexen Milchzusammensetzung, welche auch die Oberflichen- 
spannung als die Resultante zahlreicher Faktoren erscheinen lassen 
kénnte, mu doch durchaus an eine Verainderung der Eiweibkérper 
gedacht werden. Warum sollen nicht, wie die Lipase, auch die anderen 
Fermente, .die EiweiBkérper des Milchserums, warum nicht das Casein 
und die kolloidalen Salze beteiligt sein? Jedenfalls kénnten sich even- 
tuelle Veriinderungen auch dieser Bestandteile in einem Anwachsen der 
Tropfenzahl dokumentieren. Tatsichlich liegen auch Untersuchungen 
tiber solche Veranderungen beim Schiitteln bereits vor. Ramsden!) 
bewies fiir die Kuhmilch, daB durch die Bildung vieler Oberflichen im 
Schaum die Kolloide sich zu Membranen vereinigen, die sich durch 
Schiitteln zu Fetzen kontrahieren. Kobler?) konnte dann zeigen, 
daB in einer Milch, die geringe Zeit steht, alle organogenetischen Kolloide 
gewisse Strukturen annehmen, und dab diese Strukturen durch mecha- 
nische Deformation (Schiitteln) zerstért werden kénnen. Dieser Proze i 
ist — nicht zu intensives Schiitteln vorausgesetzt — reversibel. Es 
stellt sich der alte Zustand beim Stehen wieder her. Diese Verainderungen 
wurden von Kobler viscosimetrisch genau verfolgt. 

Wir sehen den innigen Zusammenhang unserer Oberflachenspannungs- 
versuche mit diesen viscosimetrischen Messungen. Sie bezeugen ein- 
deutig, wie berechtigt es ist, auf diese Dinge bei der Beurteilung von 
Konstantenmessungen der Milch hinzuweisen, also auch bei der Ver- 
wertung von stalaglometrischen Untersuchungen, insbesondere bei ex- 
perimentell hervorgerufenen Zustandsinderungen. Es ergab sich daher 
die Notwendigkeit, die Wirkung des Schiittelns auf die Milchkolloide 
einer gesonderten Priifung zu unterziehen. Dies geschah im Rahmen 





') Ramsden, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 1894, 8. 517 und Zeitschr. f. 
physikal. Chem. 47, 343. 1904; zitiert nach Hiéber, a. a. O. 

*) B. Kobler, Untersuchungen iiber Viscositiét und Oberflichenspannung 
der Milch. Inaug.-Diss. Ziirich 1908. 
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einer zu anderen Zwecken unternommenen stalagmometrischen Versuchs- 
reihe, woriiber an anderer Stelle berichtet werden wird'). Das Ergebnis 
laBt sich dahin zusammenfassen, daf Anderungen der Oberflichen- 
aktivitit beim Schiitteln fettfreier Milch mit der Tropfenmethode nicht 
nachweisbar sind, Jedenfalls sind durch diese Untersuchungen Zu- 
standsiinderungen der Milchkolloide als Ursache der Oberflachen- 
spannungserniedrigung ausgeschlossen. 

Erst jetzt diirfen wir die Resultate unserer stalagmometrischen 
Untersuchungen in alleinige Beziehung zur Lipolyse und zum Auf- 
treten von freien Fettsiuren bringen und in ihrem stets gleichmaBigen 
Ausfall einen erneuten Beweis erblicken fiir die der Arbeit zugrunde 
liegende Hypothese. 

Alle Versuche wurden mit ein und demselben Traubeschen Stalagmometer 
in der Modifikation von Sche mensk y’) angestellt, dessen Tropfenzahl fiir Wasser 
53,95 bei 20° betrigt. Da nicht bei konstanter Termostatentemperatur gearbeitet 
wurde, sind die erhaltenen Werte keine absoluten, Tropfendifferenzen von ~~ 2 Trop- 


Tabelle VI, 
Stalagmometrie der Kuhmilch. 





. Dauer des 
Versuchs- 


ungeschiittelt geschiittelt Schiittelns 
nummer Stdn. 
30 91,99 Tropfen 89,95 Tropfen 7/5 
31 85.36 ene. 73/4 
32 84,73 Pe 86,69 we 3'/, 
35 82.43 as 81,77 a 5 
34 96.08 % 97.91 7 


Tabelle VIL. 
Stalagmometrie der Frauenmilch. 





G Dauer des 
Versuchs- 


nummer ungeschiittelt geschiittelt ee 
19 91,3 Tropfen  118,2 Tropfen 7 
20 86,43, 108,99 __,, 8 
21 86,69 —., 111,39 7 
22 107,89 115,12 6 
23 89,36, 95,18 4 
24 90.435. ., 113,88 t 
25a 88,00. 115,11 8 
25 107,4 ss 118,77 7 
27 86,2 _ 106.4 7 
28 85.4 ss 118,75 7 
29 101,7 . 114,9 . 5 
25 b *) 89,5 ‘3 88,16 ,, 8 


*) 2 Stunden auf 65 Grad erhitzt. 





1) Zeitschr. f. Kinderheilk. 1922. 
2) Schemensky, diese Zeitschr. 105, 229. 1920. 
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fen gelten als innerhalb der Fehlergrenze liegend. Die angegebenen Zahlen sind 
fast durchweg Mittelwerte aus Doppelbestimmungen. Beziiglich weiterer methodi- 
scher Einzelheiten sei auf die betreffenden Arbeiten der Harnstalaglometrie') und 
meine eigenen, speziell fiir Milchuntersuchungen geltenden Angaben an der erwahn- 
ten Stelle hingewiesen. 

Kine weitere Besprechung der in den Tabellen VI und VII nieder- 
gelegten eindeutigen Versuchsergebnisse eriibrigt sich. Diese — sta- 
lagmometrischen Untersuchungen bilden das Endglied der Kette von 
Beweisen, welche die Auffassung der Schiittelsiuerung als fermentative 
Lipolyse stiitzen sollen. 

Wenn man die Gesamtheit der geschilderten Untersuchungen iiber- 
blickt, so lassen sich die festgestellten Tatsachen und die aus ihnen 
gezogenen Schliisse in folgenden Satzen zusammenfassen. 

1. Der Grad der beim Schiitteln von Frauenmilch auftretenden 
starken Siuerung geht parallel dem Fettgehalt. So weit wie méglich 
entrahmte Milch siuert nicht. 

2. Kuhmilch bleibt bei stundenlangem Schiitteln unverindert. Der 
Fettgehalt ist dabei ohne Einflub. 

3. Durch zweistiindiges Erhitzen auf 52° und dariiber wird die 
Aciditatssteigerung der Frauenmilch beim Schiitteln vermindert. 

4. Gibt man zu Kuhmilch ebensoviel Frauenmagermilch, so tritt 
eine sehr starke Schiittelsiuerung ein. Sie bleibt wiederum aus, wenn 
man die Magermilch vorher auf 52° erwirmt hat. 

5. Mischt man Frauenmilch, die auf 52° erwarmt ist, mit frisch 
bereiteter Frauenmagermilch zu gleichen Teilen, so tritt wiederum die 
Schiittelwirkung ein. 

6. Als ein Teil der beim Schiitteln entstehenden sauren Produkte 
werden wasserlésliche fliichtige niedere Fettsiiuren nachgewiesen. 

7. Diese Fettsiiuren und ihre Seifen bedingen in der geschiittelten 
Frauenmilch eine starke Erniedrigung der Oberflichenspannung, welche 
stalagmometrisch festgestellt wird. 

8. Die genannten Tatsachen beruhen auf einer Adsorption der 
Frauenmilchlipase ans Fett mit folgender fermentativer Lipolyse. 


1) Literatur bei Zandren, diese Zeitschr. 114. 1921 und Pribram und 
Eigenberger, diese Zeitschr. 115, 1921. 
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Uber den Einflu8 der Milchsiiure auf die Milchsiuregirung. 


Von 
B. J. Holwerda. 


(Aus der Reichslandwirtschaftlichen Versuchsstation in Hoorn, Holland.) 
(Eingegangen am 27. Dezember 1921. ) 


In einer Abhandlung iiber den EinfluB der Milchsiure auf die Milch- 
siuregirung hat van Dam!) die Frage, ob diese Garung durch die 
gewohnlichen kokkenférmigen Bakterien schlieBlich aufgehoben wird 
infolge der Wirkung der entstandenen Wasserstoffionen oder durch 
diejenige der nicht dissoziierten Milchsiiuremolekel, mit Wahrschein- 
lichkeit dahin gelést, daB in gesiituerter Molke sowohl erstere als letztere 
die weitere Garung hemmen kénnen. In Milch und Molke hat man 
hauptsichlich die Wirkung der nicht dissoziierten Molekel in Betracht 
zu ziehen; es wird doch in diesen Kulturfliissigkeiten mit starker Puffer- 
wirkung nicht die H-lonenkonzentration erreicht, die als die fatale 
Menge (+-!°-4) gefunden wurde. Die weitere Saiurebildung wird in 
diesen Fallen aufgehoben, wenn die Konzentration der nicht dissoziierten 
Molekel etwa 0,01 n erreicht hat. Die von van Dam erhaltenen 
Resultate sind mit denen von Svanberg?) in Ubereinstimmung. Letz- 
terer konnte auberdem dartun, dai auch die erheblich mehr Saure 
produzierenden stabférmigen Bakterien schlieBlich in ihrer Wirkung 
gehemmt wurden durch die nicht dissoziierten Molekel, bei Ziichtung in 
Milchserum. Die fatale Menge fiir diese Bakterienart wurde zu + 0,1 n 
gefunden. Aus den genannten Versuchen geht hervor, dal weder die 
erreichte H-lonenkonzentration in irgendeinem Medium noch der 
potentielle Sauregrad ein biologisches Merkmal der Milchsiiurebakterien 
sein kann. Wahrscheinlich ist hingegen die Menge der nicht dissoziierten 
Saure als ein solches zu benutzen. Die wechselnde Zusammensetzung 
der tblichen Kulturfliissigkeiten wie Milch und Molke fallt bei Unter- 
suchungen dieser Art sehr ins Gewicht. Schon van Dam) hat auf die 
Moéglichkeit hingewiesen, mittels Lab aus Casein eine Kulturfliissigkeit 
herzustellen von konstanter, leicht reproduzierbarer Zusammensetzung. 


1) Diese Zeitschr. 87, 107. 1918. 
*) Inaug.- Diss. 1918. 
*) Landw. Vers.-Stat. 78, 133. 1912. 
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Im folgenden seien die Ergebnisse mitgeteilt, erhalten bei Anwendung 
von Molke sowie von solchen kiinstlichen Nahrbéden zur Ziichtung der 
Milchsiturebakterien. Die Menge der nicht dissoziierten Milchsiure 
wurde mittels der bestimmten Daten (py, und potentieller Siuregrad) 
berechnet. Wichtig hierbei ist der genaue Wert der Dissoziations- 
konstante. Sollte namlich der neulich von van Slyke und Baker!) 
verOffentlichte Wert (ermittelt aus py-Bestimmung in der reinen Siure 
und in Mischungen zusammengesetzt aus Saiure und Ca-Lactat) der 
richtige sein d. i. 2,5+ 10~4, so wiirden sich die Berechnungen van Dams 
und Svanbergs auf falscher Grundlage stiitzen. Da auch die weiteren 
Angaben in der Literatur nicht alle tibereinstimmen, habe ich mich 
veranlaBt gesehen, auch nach den von van Slyke und Baker ange- 
wandten Methoden die Dissoziationskonstante der Milchsiiure nochmals 
zu bestimmen. 

Nach Ostwald?) ist A,, = 1,38- 10-4 (Leitfaihigkeitsmessungen). 
Bernoys®) findet K,; zu 3,1- 10-4 (Leitfahigkeitsmessungen). 

Nach Angaben von van Slyke und van Sly ke?) ist das aquivalente 
Leitvermégen der Milchsiiure erheblich gréBer als das von Ostwald 
angegebene. K ist aus ihren Angaben nicht zu berechnen. 

Van Dam') findet in guter Ubereinstimmung noch zwei Methoden 
(Leitfahigkeit und Diazoessigesterzersetzung) K,, = 1,47 - 10~4. 

Die von mir angewandten Methoden sind: 

1. Leitfaihigkeitsmessungen der reinen Milchsiurelésungen. 

2. Potentiometrische p,-Bestimmung in Mischungen zusammen- 
gesetzt aus Na-Lactat resp. Ca-Lactat und Milchsiure. 

3. Diazoessigesterzersetzung nach Bredig®). 

Zur Anwendung kamen 4 Praparate von verschiedener Herkunft 
(alle optisch inaktiv). 

Die Resultate sind in der nachstehenden Tabelle I verzeichnet. 


Tabelle LI. 


Potentiometrisch Potentiometrisch 


Praparat Leitfihigkeit (Na-Lactat-Saure- (Ca-Lactat-Saure- I 9 sane 2a 
mischungen) mischungen) neppeneany 
I 1,49-10-4 1,51-10~4 1,39- 10-4 1,46-10-4 
II 1,43 -10~4 1,56 - 10-4 1,43 -10~4 1,26 - 10-4 
Il 1,40: 10-4 1,58: 10-4 1,43 -10-4 1,29- 10-4 
IV 1,50-10~-4 1,53-10-4 1,42-10-4 1,30-10-4 








) Journ. of biol. chem. 35, 147. 1918. 
) Zeitschr. f. physikal. Chem, 2, 840. 1888. 
) Ber. d. d. Chem. Ges. 32, 64. 1899. 
*) Americ. chem. Journ. 38, 400. 1907. 
) Zentralbl. f. Bakteriol usw., Abt. IT, 32, 7. 1911. 
) 
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Als Resultat der colorimetrischen py-Messung des Praparats IV, 
einer Kahlbaumschen Siiure, wiederholt nach Krafft!) destilliert, wurde 
K zu 1,52- 10-4 gefunden. 

Aus den Zahlen geht hervor, dab bedeutende Abweichungen des 
Ostwaldschen Wertes nicht wahrscheinlich sind. 

Die Zahlen von Stab 3 und 4 lassen erkennen, dab die dort argewandte 
Methode verwendbar ist, obschon sie beziiglich Genauigkeit den beiden 
andern hintangestellt werden soll. Zur Berechnung der Zahlen von 
Stab 4 habe ich mich genétigt gesehen, den Dissoziationsgrad des 
Ca-Lactats zu bestimmen (Tabelle Il). Die Leitfahigkeit wurde an 
zwei verschiedenen, wiederholt umkrystallisierten Priparaten  ge- 
messen und stimmte geniigend. Der, Grenzwert der molaren Leitfahig- 
keit wurde zu 96,6 angenommen. 

Tabelle ITI. 


Dissoziation des Ca-Lactats 25 


Konzentration Dissoziationsgrad 1+ 
0, L000 n 0,446 
0,0500 n 0,545 
0,0250 n 0,640 
0,0125 n 0,720 
0,0062 n 0,788 
0,003 1 n 0,843 
0,0016 n O,895 


Das geringe aquivalente Leitvermégen des Ca-Lactats laBt, in Zu- 
sammenhang mit der bekannten Neigung der Ca-Salze zur Komplex- 
bildung, komplexe Dissoziation desselben vermuten. Die ziemlich gute 
Ubereinstimmung der Zahlen von Stab 3 und 4 macht bedeutende 
Komplexbildung wieder unwahrscheinlich. 

Den bedeutend héheren Wert fiir A, den van Slyke und Baker 
bei py-Messung in Lésungen zusammengesetzt aus Ca-Lactat und Saure 
erhalten haben, glaube ich dem Umstand zuschreiben zu miissen, dal 
diese Autoren der geringen, vielleicht auch komplexen Dissoziation 
der Ca-Salze keine Rechnung tragen. Setzt man in die Berechnungen 
van Slykes und Bakers den oben verzeichneten Dissoziationsgrad des 
Ca-Lactats ein, so bekommt man Werte wie: K = 1,41 - 10°>4,1,34- 104 
1,34-10-4; also in guter Ubereinstimmung mit denen von Stab 4 
(Tabelle 1). Dennoch sind, wegen der obengenannten Ungewibheit 
betreffs der Dissoziation, die Werte fiir A, erhalten aus py-Messungen 
in den Mischungen aus Ca-Lactat und Siuren zusammengesetzt, mit 
einigem Vorbehalt zu betrachten. 

Van Slyke und Baker finden in guter Ubereinstimmung mit den 
potentiometrischen py-Messungen in Mischungen, die Dissoziations- 
konstante der Milchsaure zu 2.5- 10-4 mittels py-Bestimmungen in 


1) Ber. d. Dtsch. Chem. Ges. 28, 2589. 1895. 
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reinen Milchsiurelésungen. Bekanntlich fiihtt die py-Messung in Lé- 
sungen ohne irgendwelche Pufferwirkung oft zu falschen Resultaten. 
Bei einem von mir angestellten Versuch hat sich das auch wieder gezeigt. 
Die Potentialeinstellung war in rund 0,1 n-Saurelésung zwar konstant ; 
jedoch wurden bei Wiederholung des Versuchs nie tibereinstimmende 
Ergebnisse erhalten. A = 1,69-10-4 und K = 1,86- 10-4 waren die 
Resultate zweier Bestimmungen. 

Ich halte die Ergebnisse van Slykes und Bakers fiir Zufalls- 
befunde; es ist auch nicht unméglich, daB eine nicht ganz reine Saure 
von ihnen benutzt worden ist. Eine Verunreinigung zeigt sich eher bei 
Py-Messung in der Saurelésung als in den Mischungen. 

Als sehr exakte Methoden zur Bestimmung der Dissoziationskon- 
stante einer Saiure sind die Leitfahigkeitsmessung und die Diazoessig- 
esterzersetzung zu betrachten. Dennoch zeigen die Zahlen von Stab 5, 
mit Ausnahme des Priparats I, keine besonders gute Ubereinstimmung 
mit denen von Stab 2. Die Bredigsche Methode lieferte gut reproduzier- 
bare Werte; die Geschwindigkeitskonstante zeigte bei allen betreffenden 
Bestimmungen sehr gute Konstanz, auch bei langer Versuchsdauer. 
Die Geschwindigkeitskonstante fiir Salpetersiiure wurde immer in guter 
Ubereinstimmung mit der von Bredig angegebenen gefunden. Trotz- 
dem hat die Bredigsche Methode immer Werte fiir A geliefert, die 
niedriger waren als die aus Leitfihigkeitsmessungen ermittelten. 

Die einzige schwache einbasische Siure, die Bredig zur Kontrolle 
seiner Methode benutzte, ist die Essigsiure gewesen. 

Zur Auffindung einer allgemeinen Erliuterung der genannten Diffe- 
renz habe ich die Dissoziationskonstante folgender schwacher organischer 
Saiuren bestimmt, sowohl nach der Leitfahigkeitsmethode als nach 
der Diazoessigesterzersetzung : 

1. Essigsiure, 2. Propionsiure, 3. Buttersiure. 

Die Siuren waren Kahlbaumsche Priiparate. Zur Priifung auf Rein- 
heit wurden sie fraktioniert destilliert. Aus den verschiedenen Frak- 
tionen wurden Verdiinnungsreihen hergestellt und die Leitfahigkeit 
gemessen. Die urspriinglichen Praparate erwiesen sich auf diese Weise 
als reine einheitliche Stoffe. 

Die Ergebnisse, die bei Anwendung der zwei verschiedenen Me- 
thoden erhalten wurden, sind in Tabelle III verzeichnet. 


Tabelle III. 


K K 
Diazoessigester- Leitfihig- 

zersetzung keit 
Essigsiure ... 1,66-10-5 1,80-10-5 
Propionsiure . . 1,28-10-5 1,42-10~-° 


Buttersiure. . . 1,35-10-5 148-10 4 
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Da bei den drei untersuchten Séuren sich eine Abweichung derselben 
Art zeigte wie bei der Milchsiure, habe ich die Méglichkeit erwogen, 
ob der Ester die Dissoziation der schwachen organischen Sauren beein- 
flussen konnte. Arrhenius’) hat den EinfluB gemessen, der von Nicht- 
elektrolyten (Zucker, Alkohol, Ester usw.) auf das Leitvermégen der 
Elektrolyte ausgeiibt wird. Aus seinen Messungen folgert er, daB die 
Ursache der Leitfaihigkeitsabnahme bei schwachen Elektrolyten nicht 
nur in der erhéhten inneren Reibung zu suchen ist, wie das bei den 
starken Elektrolyten der Fall ist. Die Dissoziation der schwachen Siuren 
wird durch Zugabe von Nichtelektrolyten verringert. Es ist also wahr- 
scheinlich, daB die regelmaBig sich wiederholende Differenz, die bei 
Anwendung der Bredigschen Methode erhalten wird, dem Einflusse 
des Mediums zuzuschreiben ist. 

Die Abnahme des Leitvermégens der Salpetersiiure bei Ersatz eines 
Prozents des Wassers durch Glykolsiureithylester sollte alsdann ver- 
haltnismabig geringer sein als diejenige des Leitvermégens der orga- 
nischen Séiuren. Der EinfluB des zu Anfang der Bredigschen Reaktion 
anwesenden Diazoessigester auf das Leitvermégen der Siuren konnte 
nicht gemessen werden, da sich derselbe unter Gasentwicklung zersetzt. 

Die Darstellung des Glykolsiiureesters erfolgte nach den Vorschriften 
von Fischer?). Das erhaltene Produkt wurde mehrmals fraktioniert. 
Die Leitfahigkeit einer 1 proz. wasserigen Lésung des Esters war 3+ 10° ® 
und zeigte geringe Zunahme durch Verseifung. 

Der EinfluB des Esters auf das Leitvermégen der Sauren wurde 
gemessen, indem 1°, des Wassers durch Ester ersetzt wurde. Die Er- 
gebnisse sind in Tabelle [V zusammengestellt. In Stab 4 findet sich die 
prozentische Verminderung des Leitvermégens der betreffenden Saure 
bei Ersatz eines Prozents des Lésungsmittels durch Ester. 


Tabelle LV. 


T25 V5 
Saiure in H,O Saure + Ester 
+0,00ln HNO,........ 4,168-10-* 4,094-10°4 1,63°% 
+0,ln Essigsiure. ...... 5,296-10-* 5,101 -10>4 3,68°,, 
+Q,ln Propionsiure .... . 4,575-10~4 4,388 -10 4 4,09°,, 
+0,ln Buttersiure ...... 4,563-10°4 4,373 - 10>! 4,16°,, 
+0,01n Milchsiure ..... . 4,385-10°4 4,142-10-4 §,52% 
+0,005n Milchsiure. . . . . . 2,948-10°4 2,802 -10~4 4,92°,, 
+ 0,0025n Milchsiure . . .. . 2,007-10 4 1,902 - 10° 4 5,23% 


Aus den Zahlen geht mit groBer Wahrscheinlichkeit hervor, daf in 
einem Medium mit 1% Ester, wie es bei der Bredigschen Methode 
der Fall ist, die schwachen organischen Siuren eine etwas zu niedrige 
Dissoziationskonstante zeigen sollen. 

1) Zeitschr. f. physikal. Chem. 9, 487. 1892. 

*) Ber. d. D. Chem. Ges. 28, 3256. 1895. 
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Da sich also die Zahlen in Stab 4 und Stab 5 (Tabelle I) als nicht 
ganz einwandfrei erwiesen haben, habe ich fiir die Berechnungen der 
bakteriologischen Versuche die Dissoziationskonstante der Milchsaure 
zu 1,5-10-4 (25°) angenommen; d. i. der Wert, der aus den Leit- 
fihigkeitsmessungen des reinsten Priparats ermittelt wurd>. Die Uber- 
einstimmung dieses Werts mit dem, der bei Anwendung der nicht ganz 
so genauen Methode der potentiometrischen Messungen in Mischungen 
zusammengesetzt aus Na-Lactat und Saure erhalten wurde, kann be- 
friedigend genannt werden. 

Wie schon erwihnt hat man bei der Beurteilung der Milchsauregarung 
in verschiedenen Nahrbéden aller Wahrscheinlichkeit nach die Menge 
der nichtdissoziierten Milchsiiuremolekel in Betracht zu ziehen. 

Die Untersuchungen van Dams’) und Svanbergs?) verlangen 
zuerst einige Erweiterung falls die Konzentration der nichtdissoziierten 
Milchsiuremolekel zur Beurteilung der Milchsiuregiirung benutzt 
werden soll, auch in von Molke abweichenden Nahrbéden. 

Ich werde die betreffende Konzentration im folgenden der Kiirze 
halber als die Konstante der Bakterie bezeichnen und mit Cy andeuten. 

Die Erweiterung verlangenden Punkte sind: 

1. Die Konstante einiger beliebigen Stamme der zur Gruppe Strepto- 
coccus Lactis gehérenden Milchsaurebakterien sollte bei Ziichtung in 
Molke bestimmt werden. 

2. Eventueller Einflu8 des Alters der Kulturen auf den Wert der 
Konstante. 

3. EinfluB der Zusammensetzung der Molke auf den Wert der Kon- 
stante. 

4. Méchte sich die Konstante einer bestimmten Bakterie unabhingig 
vom Kulturalter und der Zusammensetzung der Molke zeigen, so wire 
es méglich, daB die Konstante als Unterscheidungsmerkmal der Stiimme 
gegenseitig benutzt werden konnte. 

5. Die Méglichkeit, da das Auftreten einer Konstante beeinflubt 
wird von der Bildung optisch aktiver Milchsiure. 

Die Isolation der benutzten Bakterien geschah nach dem iiblichen 
Plattenverfahren. In allen Fallen wurde eine Plattenkultur angelegt 
aus bei 25° spontan gesiuerter Milch. 

Zur Unterscheidung sind die Stimme A, O, R. AK, B und D genannt 
worden. 

Punkt 1. Bestimmung der Konstante der isolierten Stémme_ bei 
Ziichtung in Molke. Eine unerwartete Schwierigkeit hat sich bei diesen 
Versuchen gezeigt. Es war nicht méglich, in einer Molke ohne Zusatz 
eine Saiurebildung zu erhalten, die als eine normale betrachtet werden 


') van Dam, l.c., S. 465. 
*) Svanberg, lL. c., S. 4¢ 
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konnte. Es gelang dies weder mit den isolierten Stimmen noch mit 
einem sogenannten Siurewecker (d. i. ein besonders wirksames Milch- 
siureferment). 
Die vielen vergeblichen Versuche, eine Mo!ke herzustellen, die ohne 
Zusatz als Nahrboden benutzt werden konnte, seien hier nicht erwahnt 
Zur Anwendung kam eine Molke mit Zusatz von 0,5°, oder 


7-0 
Ojo f 


, Pepton. Die Versuche zur Bestimmung der Konstante einer 
Bakterie wurden ausgefiihtt nach der von van Dam!) angegebenen 
Methode ; 45 ccm sterilisierte Molke wurden mit einer bekannten Menge 
Na-Lactat versetzt und mit Wasser auf 50 cem gebracht. Nach ein- 
maliger Sterilisation wurde mit cinem Tropfen der Reinkultur geimpft 
Ks wurde mit dieser verhiltnismibig groben Menge geimpft, um den 
individuellen Unterschieden der eine Reinkultur zusammensetzenden 
Bakterien zu umgehen. Nach bceendeter Girung (Dauer wenigstens 
7 Tage) bei 25° wurde die total gebildete Menge der Milchsiiure aus den 
Titerzahlen gefunden und der reelle Sauregrad elektrometrisch bestimmt. 
Diese Daten erlauben eine Berechnung der Menge der nicht dissoziierten 
Milchsiituremolekel nach der in genannter Abhandlung abgeleiteten 
Formel. Die erhaltenen Ergebnisse bei Anwendung von Molke I (0,75°,, 
Pepton) sind in Tabelle V zusammengestellt. 

Nur die mit Stamm 4 erhaltenen Resultate sind in extenso mitgeteilt, 
von den anderen Bakterien ist nur der Mittelwert erwihnt. auf ganz 
dieselbe Weise berechnet wie bei 4; es hat sich in allen 6 untersuchten 
Fallen der Eindruck bestiitigt, daB die Girung schlieBlich gehemmt wird 
durch die Menge der nicht dissoziierten Milchsiuremolekel. 


Tabelle V. 


Stamm 4 in Molke I. 


Menge des Menge der : ; 
2 : . ( \ Cun 
zuges. Na-Lact. vebild. Milchs. H 

0 0,0334 n 6,61-10 ° O84 0,0090 
0,020 n 0,03819n 4,57 - 10-5 O80 0.0102 
0,040 1 0,0308 n 3,55-10-° 0.79 0.0112 
0,060 n 0,0301 n 2,82 -10 ° 0,77 O.OL1I 
0,080 n 0.0296 n 2.45-10°5 O75 O,OLL9 
0,100n 0,0296 n 1,91 - 10-° 0,73 0,01L10 


Mittelwert 0.0107 


Mittelwert Cu 

Stamm 0 0,0092 
» K_ 0,0130 

» D 00,0125 

» 2 O19 

B 0.0114 


1) van Dam, l.c., 8. 466. 
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Punkt 2. Der EinfluB des Alters auf die Konstante der Bakterie 
wurde an 2 Stiimmen untersucht, nimlich A und B. A wurde zweimal 
geziichtet in Molke I; im Mai (Tabelle V) und im Juni. A und B wurden 
beide in Molke II (0,5°,, Pepton) geziichtet im Juli und im November 
1920. Die Resultate finden sich in nachstehender Tabelle VI. 


Tabelle VI. 
Mittelwert Cum» 


Stamm A (Mai 1920) 0,0107 (Molke 1) 
.» A (Juni 1920) 0,0137 bas. 
Stamm A (Juli 1920) 0,0089 (Molke IT) 
» A (Nov. 1920) 0,010) ea 
Stamm B (Juli 1920) 0,0050 (Molke IT) 
B (Nov. 1920) 0,0045 foes IT) 


Aus diesen Zahlen geht nur hervor, da die Kunstante der Bakterie 
in einem bestimmten Nahrboden nicht zu jeder Zeit dieselbe ist. Eine 
deutliche Abschwiichung der Bakterie beim Alterwerden ist nicht zu 
konstatieren. 

Punkt 3. Bei der Untersuchung nach dem Einflu8 der Zusammen- 
setzung des Nahrbodens ist hauptsichlich den stickstoffhaltigen Be- 
standteilen Rechnung getragen. Der EinfluB anderer Kohlenhydrate 
als Milchzucker ist bei dieser bakteriologischen Arbeit auBer Betracht 
geblieben; von anorganischen Bestandteilen wird die Milchsiuregirung 
bekanntlich nur wenig beeinfluBt. Es war in diesem Falle méglich 
den auf C,,, ausgeiibten EinfluB einer Anderung der stickstoffhaltigen 
Bestandteile in quantitativem Sinne zu messen. Nur der Peptongehalt 
einer bestimmten Molke brauchte zu diesem Zweck erhéht zu werden. 

A und B wurden gleichzeitig geimpft in Molke II (Pepton 0,5°%) 
und in Molke II (Pepton 0,75%). Der EinfluB einer geringen Erhéhung 
des Peptongehalts wurde in Molke I fiir A untersucht. 


Tabelle VIL. 
Art der Pepton- Mittelwert 


Molke gehalt Cum 

Stamm A I 0,82% 0,0127 
A J 0,75% 0,0137 

A It 0,75% 0,0112 

A II 0,5% 0,0101 

B IL 0,75% 0,0053 

B II 0,5% 0,0045 

A Ill 0.75% 0,0092 
ae IV 0,75% 0,0095 
A Vv 0,75%, 0.0111 

A VI 0,75% 0),0097 


Um eine Anderung der stickstoffhaltigen Bestandteile in quatita- 
tivem Sinne zu erhalten, wurden Molken hergestellt aus 4 Arten Milch. 
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Die 4 Milchmuster riihrten von 4 verschiedenen Kiihen her, deren Nah- 
rung wiahrend einiger Zeit eine sehr verschiedene gewesen war. A wurde 
gleichzeitig in 4 solche Molkeproben geimpft (III, IV, V, VI). In 
Tabelle VII sind die Resultate verzeichnet. 

Der Einflu8 einer Anderung der stickstoffhaltigen Bestandteile 
in quantitativem sowie in qualitativem Sinne geht aus den Zahlen 
obenstehender Tabelle deutlich hervor. 

Orla Jensen!) hat dargetan, daB die Konzentration des vergorenen 
Zuckers die Menge der gebildeten Saiure nicht beeinfluBt. Aus Ta- 
belle VIII geht denn auch hervor, da eine Erhéhung des Milchzucker- 
gehalts die Konstante nicht merklich beeinfluBt, wie es zu erwarten war. 


Tabelle VIII. 
Mittelwert 
Cun 
Stamm A 0.0107 (Molke V) 
— 0,0104 (Molke V + 5°, Milchz.) 


Punkt 4. Mit Hilfe der erhaltenen Cyy-Werte kann die Frage 
beantwortet werden, ob die Konstante einer Bakterie als biologisches 
Merkmal benutzt werden kann. Fiir A sind 10 Cyy-Mittelwerte be- 
stimmt: der héchste war 0,0137; der niedrigste 0,0089. Die fiir B erhal- 
tenen Werte finden sich zwischen 0.0114 und 0,0045. Es ist also nicht 
moéglich, mittels einer Mittelwertsbestimmung ein Urteil auszusprechen 
iiber die Widerstandsfihigkeit einer Bakterie hinsichtlich der nicht 
dissoziierten Milchsiuremolekel; wenigstens bei Anwendung der haufig 
benutzten Molke. 

Es wiire méglich, daB die Mittelwerte (z. B. fiir A) zufillige Ab- 
weichungen eines bestimmten Werts zeigen; wahrscheinlicher ist das 
Auftreten eines veriinderlichen Werts fiir Cy, oder m. a. W.: das Ver- 
halten Ger Bakterien- ist in biochemischer Hinsicht nicht konstant. 
Letztere Voraussetzung wird gestiitzt durch die geringe Abweichung 
zweier duplo Bestimmungen (Tabelle LX). 


Tabelle IX. 


Mittelwert | Mittelwert Il 
Stamm 4 in Molke IIL 0,0093 0.0092 
nage 3, 0,0097 0,0095 


Es wurden viel zu wenig Doppelbestimmungen ausgefiihrt um die 
GréBe des Fehlers der Cyy-Bestimmung zu berechnen. Aus den Molken- 
versuchen geht aber doch hervor: die Menge der nicht dissoziierten 
Milchsauremolekel von einer bestimmten Bakterie in einem Nahrboden 





1) Mémoires de l Academie des Sciences et des Lettres de Danemark, Section 
des Sciences 8me serie, t.V, Nr. 2. S. 94. 
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vebildet ist eine veranderliche GréBe. Genannte Grobe wird von dem 
Kulturalter sowie von der Zusammensetzung des Nahrbodens beeinfluBt. 

Punkt 5. Es ist nicht ausgeschlossen, daB die gebildete Giarungs- 
milchsiure optisch aktiv ist. 

Die Literaturangaben iiber die Bildung optisch aktiver Milchsiure 
und die beeinflussenden Faktoren, wie C- und N-Nahrung, sind ziemlich 
gegenstreitig. Da die ilteren Forscher wie Péré, Pottevin, Kozai 
zur Gruppe der Colibakterien gehérenden Kulturen benutzt haben, 
werden ihre Resultate hier nicht erwahnt. 

Herzog und Hérth!') haben fiir ihre Untersuchungen einige zur Gruppe der 
echten Milchsiurebakterien gehérenden Reinkulturen angewandt. Aus ihren Er- 
gebnissen geht hervor, daB die Garungsmilchsiure optisch aktiv zu sein pflegt, 
obgleich eine reine Antipode nicht auftritt. Die gebildete Modifikation wird von 
den C- und N-haltigen Substanzen des vergorenen Substrats nicht beeinfluBt. 
Auch Orla Jensen?) konnte feststellen, daB die Giarungsmilchsiure die d-, die r- 
oder die inaktive Form sein kann. 

Zu erwarten also war, da} die benutzten Bakterien gewiB nicht alle 
inaktive Siure bilden wiirden. Die spezifische Drehung der Milchsiure 
ist gering. Zur Erhaltung einer Menge der Garungsmilchsiure, deren 
optische Aktivitét beurteilt werden konnte, sollte die Garung unter 
Zugabe von CaCO, verlaufen. Stamm A wurde in Molke IT und in 
Molke IV geimpft, wahrend die gebildete Siure wiederholt mit sterili- 
siertem CaCO, neutralisiert wurde. Nachdem angenommen werden 
konnte, daB eine geniigende Menge des Milchzuckers vergoren worden 
war, wurde die Molke gegen Phenolphthalein alkalisch gemacht, wodurch 
anwesende Phosphate gefallt wurden; filtriert und das erhaltene Filtrat 
bis zu einem geeigneten Volum eingeengt. Alsdann wurde mit HCl 
angesaiuert (sauer gegen Methylorange oder Zwischenfarbe mit Metanil- 
gelb) und mit Ather ausgeschiittelt. Perforation der peptonreichen 
Fliissigkeit erwies sich als unméglich. Der Ather war sorgfialtigst 
gereinigt worden. 

Nach Entfernung des Athers wurden die Siuren hydratiert und die 
Drehung bestimmt. Die Leitfihigkeit einer Verdiinnungsreihe wurde 
gemessen. Die Resultate finden sich in Tabelle X. 

Die Abwesenheit des Milchzuckers konnte in den ausgeschiittelten 
Sauren festgestellt werden. Der sehr geringe Salzsiuregehalt der kon- 
zentrierten Saéure wurde nephelometrisch auf 0,002°%, bestimmt und 
konnte also vernachlassigt werden. 


Tabelle X. 


[a]p in + 14 proz. kK 
Loésung (Mittelwert) 
Saure erhalten aus Molke II -+- 2,7 1,43-10°4 
- ” » a ORY |- 2,6 143-10>4 


1) Zeitschr. physiol. Chem. 60, 131. 1909. 
2) Orla Jensen, Ll. c. 8S. 473. 
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Die Literaturangaben iiber die spezifische Drehung der Milchsaure sind nicht 
iibereinstimmend. Die von mir erhaltenen spezifischen Drehungen sind gréBer als 
Hoppe- Seyler und Araki’) (nl. [x]) = 1,57—1,89) fiir die reine d-Antipode 
angeben; geringer als die von Wislice mes?) erwaihnten (nl. [1]; — 2.78). 

Vielleicht ist die geringe Ubereinstimmung der Anwesenheit des 
stark links drehenden Lactids zuzuschreiben*). Es geht aus den Zahlen 
der Tabelle X hervor, daB die gebildete Siure, wenn nicht ganz, dennoch 
zum gréBten Teil die d-Modifikation war. Die Dissoziationskonstante 
der Saure zeigt sich unabhingig von der optischen Aktivitat, wie das 
zu erwarten ist. Fiir die Berechnung der Menge der nicht dissoziierten 
Milchsiuremolekel braucht man also der auftretenden Modifikation 
keine Rechnung zu tragen. 

's hat sich wiederholt gezeigt, daB das Wachstum des Stammes A. 
geziichtet in einer Reihe Nahrbéden, deren Konzentration des inaktiven 
Na-Lactats zunimmt, von 0—0,ln gehemmt wird, wenn die Konzen- 
tration der nicht dissoziierten Milchsiituremolekel einen konstanten Wert 
erreicht hat. In einer Kultur ohne Zugabe von Na-Lactat ist diese 
Menge grébtenteils die d-Modifikation; die Zugabe des Na-Lactats 
bewirkt allmihlich das Auftreten der inaktiven Form. Die physio- 
logische Wirkung, von den nicht dissoziierten Molekeln ausgeiibt, zeigt 
sich in diesem Falle unabhingig von der optischen Modifikation. 


Die stickstoffhaltigen Bestandteile bieten bei der Herstellung cines 
kiinstlichen Nahrbodens fiir Milchsiurebakterien die gr6Bten Schwierig- 
keiten. Die anorganischen Substanzen der Molke sind leicht in reinem 
Zustand zu bekommen, ebenso wie der Milehzucker. Die Milchsiure- 
bakterien sind sehr wahlerisch beziiglich der Art der Stickstoffquellen. 
Anorganischer Stickstoff kann auber Betracht bleiben, auch einfache 
Aminosiuren sind ungeniigend. Die Milchsaiurebakterien brauchen zu 
ihrem Wachstum die ganze Reihe der Abbauprodukte eines Eiweib- 
kérpers. Das Pepton gilt als eine gute N-Nahrung der Milchsaure- 
bakterien; von Hueppe*) und Kayser*) wird es als die geeignetste 
stickstoffhaltige Substanz angegeben. Orla Jensen®) meint dargetan 
zu haben, dab Caseinpepton ein besserer Nihrboden sei als Fibrinpepton 
(Witte). Obschon diese Untersuchungen in quantitativem Sinne wenig 
wertvoll sind, weil der verschiedenen Pufferwirkung der Kulturfliissig- 
keit keine Rechnung getragen ist, kann aus den Resultaten doch viel- 
leicht gefolgert werden, daB Pepton eine geeignete Stickstoffquelle 


1 


~— 


Zeitschr. f. physiol. Chem. 20, 369. 1895. 


2) Liebigs Ann. d. Chem. 164, 324. 1872. 

3) Landolt, Das opt. Drehungsvermégen. 2. Aufl., S. 470. 
4) Mitt. a. d. Kais. Gesundheitsamt 2, 309, 1884. 

Ann. de Vinst. Pasteur 8, 737. 1894. 

6) Zentralbl. f. Bakteriol. usw., Abt. II, 4, 196. 1898. 
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fiir die Milchsiurebakterien ist. Der Siuregrad und die Pufferwirkung 
einer Lésung des kiuflichen Peptons sind keineswegs konstant. Be- 
treffs der Schwankungen verschiedener Peptonlésungen sei z. B. auf 
die Untersuchungen Wrights!) verwiesen. 

Zur Erhaltung einer leicht reproduzierbaren Peptonlésung soll ein 
ganz reiner EiweiBkérper benutzt werden; in diesem Faille das Casein. 
Da die reinen Caseinpriparate, so wie sie ehemals von Merck und 
Kahlbaum geliefert wurden, mir nicht in geniigender Menge zur 
Verfiigung waren, war ich gendtigt, das Casein selbst herzustellen. Der 
Vorschrift Hammarstens?) wurde hauptsichlich gefolgt. Der Asche- 
gehalt des Praparats war 0,09%. 

Der Stickstoffgehalt der Molke ist ungefaihr 0,06°%; der Stickstoff- 
gehalt der bei den oben erwaihnten Versuchen angewandten Pepton- 
molken war + 0,15°,. Es zeigte sich jedoch, daB der Stickstoffgehalt 
des kiinstlichen Nihrbodens + 0,4°% sein sollte. Bei niedrigerem Gehalt 
konnte keine geniigende Siurebildung hervorgerufen werden. Von der 
Verdauung des Caseins in einer schwach sauer reagierenden Fliissigkeit 
mittels eines reinen Enzympriparats (Pekelharing) mubte abgesehen 
werden. Um eine gut filtrierende, méglichst wenig gefiirbte Fliissigkeit 
mit dem erforderten Stickstoffgehalte zu erhalten, sollte die Verdauung 
in stark sauer reagierender Lésung (0,3n-HCl) unter Zugabe einer ziem- 
lich groBen Menge des Pepsins schnell verlaufen. 

Es hat sich herausgestellt, da& man auch mittels des Handelspepsins 
cine Kulturfliissigkeit zu erhalten vermag von konstanter Zusammen- 
setzung betreffs der Pufferwirkung und des Siuregrads. 

Folgende Vorschrift erméglicht es, eine caseinpeptonhaltige Lésung 
zu erbalten, deren Stickstoffgehalt + 0,8°, ist: 

50g Casein werden in 500 cem 0,3n-HCl suspendiert unter Zusatz 
von 2g Pepsin (gelést in 50 cem 0,3n-HCl). Die Fliissigkeit wird wah- 
rend 2 Tagen im Brutschrank gestellt (37°). Der Stickstoffgehalt der 
gut filtrierenden Lésung ist + 0,8%. 

Eine auf die beschriebene Weise hergestellte Lésung des Casein- 
peptons hat in allen Fallen Ubereinstimmung gezeigt zwischen Drehung 
und Stickstoffgehalt. Bei den Versuchen mit stickstoffirmeren Nahr- 
béden hatte es sich herausgestellt, daB 1° Drehung in einem Rohr von 
2dm Linge 0,075% N entsprach. Die Verdauung der von_ ver- 
schiedenen Herstellungen herriihrenden Priparate hat die in Tabelle XI 
angegebenen Resultate geliefert. Die Drehung in einer Roéhre von 
2 dm Linge ist mit «4 bezeichnet; N (gef.) wurde nach Kjeldahl 
bestimmt. 


1) Journ. of bacteriology 2, 315. 1917. 
2) Lehrbuch d. physiol. Chem., 8. Aufl., 8. 615, 
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Tabelle XL 


\ N (ber.) N (gef.) 

Prap. | 6,40 0,480%% 0,476°,, 
II 10,86 0,814°, 0,819, 

o>) a 10,96 ° 0,822%, 0,825% 

- 11,23° 0,842% 0,842, 

re 10,85 ° 0.814%, 0,813°, 


Die spezifische Drehung wird von Neutralisation der Saure und von 
halbstiindiger Erwirmung auf 100° nicht merklich beeinfluBt. Die saure 
Lésung des Caseinpeptons erhalt einen geeigneten Siiuregrad durch 
Zugabe von 49ccm 3n-Natronlauge pro 500cem. Sie kann alsdann 
mit Wasser und den verschiedenen Salzlésungen bis auf 0,4°,, N. ver- 
diinnt werden. Die Zugabe von Citrat ist unterlassen, weil einige Vor- 
versuche die Unabhiingigkeit der Siurebildung von der Citratzugabe 
dargetan hatten und dessen Anwesenheit bei spiterer Extraktion und 
Priifung der Siure auf Reinheit stérend sein konnte. Es wurden einige 
Reihen von Bestimmungen der Konstante ausgefiihrt in einem kiinst- 
lichen Nahrboden (Caseinpepton I) folgender Zusammensetzung : 

Neutralisierte Caseinpeptonlésung soviel, daB die Endkonzentration 
des Stickstoffs 0,4°, 


, war. 


0,03 Mol Phosphat (PO,’), 

0,01 Mol CaCl,, 

0,005 Mol MgCl,, 

21/,°% Milehzucker. 

Die Phosphatkonzentration war hergestellt durch Zugabe einer 
Losung zusammengesetzt aus: 

88,16 ¢ Na,HPO, 12 H,O 4+ 15,53 g KH,PO, pro Liter. 

Die erhaltene Kulturfliissigkeit wurde fraktioniert sterilisiert. Es ent- 
stand keine Fillung. Die Resultate der Bestimmungen einiger Kon- 
stanten finden sich in Tabelle XII. 


Tabelle XII. 
Stamm A in Caseinpepton I. 


Menge d. zu- Menge d. ge- 


ges. Na-Lact. bild. Milchs. On - Cum 
0 0,0380 n 4,.07-10 5 = 0,83 0,0064 
0,020 n 0,0340 n 2,69-10°5 O80 0.0068 
0,040 n 0.0288 n 204-105 0,79 0,0067 
0,060 n 0,0268 n 1,95-1lo > O,77 0,0079 
0,080 n 0,0252 n 1,82 « 10-5 0.76 0.0091 


0,100 n 0.0244 n 1.74°-10 ° O74 0.0098 
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Stamm A in Caseinpepton I. 


Menge d. zu- Menge d. ge- ; : 
ges. Na-Lact. _ bild. Milchs. Cu : Cum 
0 0,0352 n 3,26 - 10-4 0,83 0,0054 
0,020 n 0,0372w 3,16-10-5 0,80 0,0083 
0,040 n 0,0372 n 2,45 - 10-5 0,78 0,0087 
0,060 n 0,0362 n 2,29 - 10-5 0,76 0,0 100 
0,080 n 0,0350 n 2,09-10 ° 0,75 0.0109 
0,100 n 0,035. n 1,91-10-5 0.73 O.OLLS 


Stamm B in Caseinpepton I. 


Menge d. zu- — Menge d. ge- . s 
ges. Na-Lact. _ bild, Milchs. Cu , Cum 
0 0,0364 n 3.39105 0.83 0,0058 
0,020 n 0.0378 n 2,88: 10°54 O.80 0,0077 
0,040 n 0,0376 n 2,40-10°-5 0,78 0,0086 
0,060 n 0,0380 n 2,45:-10-5 0,76 0,01L09 
0,080 n 0,0378 n 1,95: 10-4 0,74 0,01L03 
0,100 n 0,0380 n 1,91 -10~% 0,7 O,OLL7 


Die Endkonzentration der Wasserstoffionen ist in den Kulturen 
ohne Zugabe des Na-Lactats immer niedriger als in den Kulturen mit 
Zugabe desselben; dennoch zeigen die Cyy-Werte keine Konstanz 
sondern einen ausgeprigten Gang. Es wurden verschiedene Versuche 
ausgefiihrt, mittels Anderung der Zusammensetzung des Nihrbodens 
den Gang der Konstante zu beseitigen. So wurde der Stickstoffgehalt 
bis 0,46°, und 0,8°, gesteigert. 

Die Phosphatkonzentration wurde auf 0,01 Mol gebracht. 

Der Milchzuckergehalt wurde bis 5%, erhdht. 

Aus allen erhaltenen Zahlen wurde derselbe Gang der Konstante 
ethalten wie es in Tabelle XII angegeben ist. 

Es wire méglich, daB die Kulturfliissigkeit den Bakterien schadliche 
Bestandteile enthalt, die eine langsame Vernichtung derselben ver- 
ursachen. Es stellte sich heraus, daB es nicht der Fall war; denn mittels 
erneuter Impfung nach 5tigiger Ziichtung wurde keine Erhéhung 
des reellen und des potentiellen Siuregrads erhalten. Die Berechnung 
der Menge der gebildeten nicht dissoziierten Siuremolekel wire nicht 
erlaubt, wenn die gebildete Siure eine andere als Milchsiure wire. 

Zur Priifung der Milchsiuregirung in Caseinpepton auf Reinheit 
wurden folgende Versuche angestellt: 

1. Es ist dargetan, daB fliichtige Siure wihrend dieser Girung nicht 
merklich gebildet wird. 

2. Die reellen Séuregrade, die von den geziichteten Bakterien in 
Caseinpepton verursacht werden, wurden mit der mittels Milchsaiure 
erhaltenen Neutralisationskurve desselben verglichen. 

3. Die von A gebildete Siure wurde in derselben Weise als aus Molke 
extrahiert und das Leitvermégen einer Verdiinnungsreihe bestimmt. 

















Finflu8 der Milchsiure auf die Milchsiuregirung. 479 


1. Das Stomdestillat einer mit H,PO, angesiuerten Kultur zeigte 
der gleiche reelle Séuregrad und ungefaihr die gleiche Leitfihigkeit 
als das einer nichtvergorenen Kulturfliissigkeit. Die Bildung fliichtiger 
Siure kann auber Betracht bleiben. 

2. Die Neutralisationskurve einer kiinstlichen Kulturfliissigkeit 
wurde mittels Milchsiure bestimmt. In Tabelle XIII finden sich urter 
Py gef. die reellen Siuregrade, die durch Girung erhalten wurden; 
unter py ber. die aus der Neutralisationskurve des Nihtbodens her- 
vorgegangenen; das sind also die py-Werte, die man erhalten wiirde, 
wenn die Menge der durch Garurg gebildeten Saure in Form reiner 
Milchsiiture der Kulturfliissigkeit zugesetzt wire. 


Tabelle XIII. 


Stamm Konz. der 
Saure Pu (gef.) Pu (ber.) 

A 0,0400 n 4,22 4,26 
A 0,0335 n 4,4] 4,42 
{ 0,0343 n 4,53 4,39 
A 0,0398 n 4,23 4,26 
B 0,0385 n 4,27 4,30 
B 0,0336 n 4,41 4,41 
O 0,0252 n 4,69 4,71 
@) 0,0216n 4,78 489 
D 0.0355 n 4,34 4 36 
D 0,0296 n 4.50 4,53 
t 0.0367 n 4.33 4,34 
R 0.0302 n 4,54 4,52 
kK 0,0356 n 4,35 4,36 
K 0,0290 n 4,51 4,55 


Die Ubereinstimmung zwischen py gef. und py ber. ist befriedigend. 
Die durch Garung gebildete Siaiure kat aller Wahrscheinlichkeit nach 
eine Dissoziationskonstante + 1,5- 10>4. 

3. Die Ziichtung von A in dem kiinstlichen Naihrboden unter Zugabe 
von CaCO,, die Extraktion und die Priifung der gebildeten Saiure 
lieferte die in Tabelle XIV verzeichneten Resultate. 


Tabelle XIV. 


[a]p in + 3,3 proz. K 
Lésung (Mittelwert ) 
Extrah. Siure I. + 2.5 145-104 
o- Bl 10-4 


Die von A in dem kiinstlichen Nahrboden gebildete Milchsiure 
ist auch zum gréBten Teil die d-Antipode. Die Art der Stickstoffquelle 


zeigt sich hier auch ohne EinfluB anf die sich bildende Modifikation 
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Aus den genannten Versuchen geht mit groBer Wahrscheinlichkeit 
hervor, daB die Garung in Caseinpepton nicht weniger rein verlauft 
als in Molke. 

Es wire noch moéglich, daB die Bakterie wahrend der Garung in 
Caseinpepton mehr sauer reagierende, in Ather unldésliche Verbin- 
dungen bildete, als wihrend der Garung in Molke. 

Die Resultate einiger zu diesem Zweck angestellter Aminostickstoff- 
bestimmungen!) in Molke und in Caseinpepton erkliren den auftretenden 
Gang der Konstante nicht (Tabelle XV). Eine geringe Erhéhung des 
Aminostickstoffs findet nur statt, wenn der Kulturfliissigkeit Na-Lactat 
zugesetzt worden ist. Das Caseinpepton benimmt sich aber in dieser 
Hinsicht riicht anders als die Molke. 


Tabelle XV. 
mg Amino-N 


Art der Fliissigkeit pro 100 ccm 


GIS BY, UND. Seek ee oe aS 14,4 
Molke IV, mit A geimpft ae ae a 14,4 
Molke IV (Konz. des Na-Lact.0,1n), mit A geimpft .. . 16,8 
CARCI ODGON, OINED 0 a ke 39,0 
Caseinpepton, mit A geimpft hace ngs Cae 39,6 
Caseinpepton (Konz. des Na-Lact. 0,1n), mit A geimpft . 43,2 


Aus den mitgeteilten Versuchen geht hervor, daB der in Caseinpepton 
auftretende Gang der Konstante durch falsche Berechnung nicht zu 
deuten ist. Bei kiimmerlicher N-Nahrung sind unregelmaiBige Zahlen 
zu erwarten; bei hier nicht erwihnten Versuchen mit Molke ohne 
Peptonzusatz hat sich das u. a. herausgestellt. Der in Caseinpepton 
wiederholt erhaltene ,,Gang* ist durch Mangel an geeigneten Stickstoff- 
bestandteilen nicht zu erkliren. 


Zusammenfassung. 


Die geringe Ubereinstimmung in den Literaturangaben iiber die 
Dissoziationskonstante der Milchsiure, besonders der neuerdings von 
van Slyke und Baker veréffentlichte abweichende Wert, veranlaBbte 
mich, dieselbe nach verschiedenen Methoden nochmals zu bestimmen. 
Aus Leitfahigkeitsmessungen, aus elektrometrischen py-Bestimmungen 
in Mischungen und aus colorimetrischen Bestimmungen ging als wahr- 
scheinlichster Wert 1,5- 10° 4 (25°) hervor. Die bedeutend abweichenden 
Werte van Slykes und Bakers (1918) und Biirkles (1899) sind nicht 
richtig. Bei dem gegenseitigen Vergleich verschiedener Methoden 
stellte es sich heraus, daB die Bredigsche Diazoessigesterzersetzung 
einen etwas zu niedrigen Wert (8 —12°,) fiir die Dissoziationskonstante 
organischer Siuren lieferte. Die Ursache ist aller Wahrscheinlichkeit 


1) Handbuch d. biochem. Arbeitsmeth. 6, 278. 1912. 
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nach in dem EinfluB zu suchen, der von dem Ester auf die Dissoziation 
schwacher Sauren ausgeiibt wird. Die Zersetzung erwies sich in allen 
betreffenden Fallen als eine exakte Reaktion erster Ordnung. 

Die Milchsiuregirung in Peptonmolke wird von einer bestimmten 
Menge der nicht dissoziierten Milchsiuremolekel gehemmt, ungeachtet 
der Pufferwirkung der Molke. Die betreffende Menge erwies sich wieder- 
holt mit Bakterien verschiedener Herkunft als konstant. Es hat sich 
gezeigt, dab die GréBe der ,,Konstante” abhingig ist von der Zusammen- 
setzung der Molke. Die die Hemmung des Wachstums der Milchsiiure- 
bakterien herbeifiihrende Menge der nichtdissoziierten Milchsiure- 
molekel wird von bis jetzt unbekannten Faktoren beeinfluBt. Es stellte 
sich heraus, da der Wert der Konstante nicht zu jeder Zeit derselbe 
ist. Kine regelmaiBige Zunahme oder Abnahme beim Alterwerden 
der Reinkultur konnte nicht dargetan werden. Die Untersuchung ist 
aber in dieser Hinsicht zu wenig umfangreich. In einem kiinstlichen 
Nihrboden erwies sich die schadliche Menge der nicht dissoziierten 
Milchsiuremolekel als nicht konstant. Die Konstante zeigte immer 
einen deutlichen Gang. Der Zweck dieser Arbeit: die Herstellung 
eines kiinstlichen Nahrbodens zur Bestimmung der Konstante, wurde 
nicht erreicht. Die physiologische Wirkung der nicht dissoziierten 
Molekel zeigte sich unabhingig von der optischen Modifikation. Eine 
d-Milchsaure bildende Bakterie wird von einer bestimmten Menge 
der Milchsiuremolekel in ihrem Wachstum gehemmt; es ist einerlei, 
ob die genannte Menge die d- oder die |-Form ist. 

Die Dissoziationskonstanten der zwei Formen der Milchsiure sind, 


wie es zu erwarten ist, einander ganz oder nahezu gleich. 
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Der Traubenzuckergehalt der menschlichen roten Blutkérper 
und deren Verhalten in isotonischen Zuckerlésungen. 


Von 
M. Bonniger. 


(Aus der Inneren Abteilung des Stadtischen Krankenhauses Berlin-Pankow.) 
(Eingegangen am 28. Dezember 1921.) 


Brinkmann und van Dam!) haben meine Arbeit?) iiber die 
Permeabilitit der Blutkérperchen (Bk.) fiir den Traubenzucker heftig 
angegriffen und in einer Zuschrift die Erwartung ausgesprochen, daB ich 
mich dazu iuBere. Die Frage ist in der Tat wichtig genug. Mir waren 
die Bemerkungen der Autoren leider entgangen, ich*) hatte sonst ihre 
Arbeiten gebiihrend beriicksichtigt. 

Zu den am wenigsten umstrittenen Tatsachen der physiologischen 
Chemie gehért die Konstanz des menschlichen Blutzuckers. Unzihlige 
Blutzuckerbestimmungen bei allen méglichen Krankheiten liegen vor; 
aber noch niemand hat gefunden, daBb bei Animien die Werte hoch, bei 
Vollbliitigen niedrig waren. Ohne Grenzfalle zu nehmen, miibte bei glei- 
chem Gesamtblutzucker von 0,1 der Plasmazucker, wenn wir die Blut- 
kérperchen als zuckerfrei annehmen, bei einer Animie von 20 Bk./Vol. 
(eine durchaus maBige Aniimie) 0,125°, betragen, bei einer Polycyth- 
iimie von 60 Vol. 0,25. Wie sollte man das erklaren ? 

Eine Reihe von Niichtern-Blutzuckerbestimmungen mit dem 
Bk./Vol. seien hier angefiihit: 

Tabelle L. 


Errechneter Plas- 


Blutkérperchen- Gefundener mawert im Sinne 

volumen Blutzuckerwert Brinkmanns 

und van Dams 
Anaemia pernic.. ... . 13 0,076 0,087 
Anaemia pernic.. ... . 15 0,08 0,094 
Hypertonie (sek. Animie) . 29 0,082 0,115 
SOU ak gh aS 47 0,09 0,19 
Nierenerkrankung ... . 50 0,08 0,16 
Polycythimie ...... 56 0,106 0,24 
Sek. Polycythimie ... . 60 0,105 0,26 


1) Diese Zeitschr. 108. 
2) Diese Zeitschr. 103. 
*) Diese Zeitschr. 122. 
4) Diese Zeitschr. 119. 
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Ich glaube nicht, daB irgendein Kliniker im Angesicht solcher Zahlen 
dem Vorschlag Brinkmanns und vy. Crevelds folgen wird und den 
Gesamtblutzucker auf das Plasmavolumen umrechnen!). 

Diese wenigen Zahlen mégen geniigen. Trotzdem man daraus 
schon m. E. mit Notwendigkeit den SchluB ziehen muB, daB die Anschau- 
ungen Brinkmanns und van Dams falsch sein miissen, habe ich 
eine Reihe von Plasmauntersuchungen mittels paraffinierter Glaser 
gemacht. Es gelingt so leicht, ohne irgendwelchen Zusatz das Plasma 
von den Blutkérperchen zu trennen. Von der Blutentnahme bis zur 
Abheberung derselben verstreichen nur wenige Minuten. Der Zucker- 
gehalt wurde bestimmt mittels der Mikromethode von Michaelis. 
Die Zahlen bedeuten die Titrationswerte (',,), Kal. permang.-Lésung) 
fiir 1cem Plasma bzw. Serum?). 


Tabelle IL. 


‘ , Serum spon- Zucker 
Volumen Plasme tan abgesetzt in Proz. 
a er 39 1,95 1,9 0,088 
1,9 
2. ApOOIEIO 2°. 5. 1G 39 2,1 2,05 0,097 
2,15 2,15 
a) : ar oe 45 1,35 1,40 0,0675 
1,35 
ee 49 1,15 (0,75) = 1,05 0,087 
mit Aliment. Glykosurie. 0,95 1,10 
5. Derselbe nach Belastung 49 3,47 (0,75) 3,32 0,223 (0,216) 
lastung m. 100 Traubenz. 3,49 3,32 
6. Derselbe mit 200 ¢ 2,08 (0,75) 1,91 0,144 (0,133) 
Wie! bing elected 2,11 1,91 
7. Muskelrheumatismus . 44 1,49 1,83 0,072 (0,084) 
1,51 1,79 
8. Myocarditis. ..... 1,65 1,68 0,079 
1,66 1,66 


Wie man sieht, stimmen die Werte fiir Plasma und Serum fast vollig 
iiberein. Geringen Differenzen zugunsten des Plasmas steht die ziem- 
lich erhebliche Differenz zugunsten des Serums (Nr. 7) gegeniiber. 
Wihrend im ersteren Falle die Glycolyse, die iibrigens in der Regel 


1) Fiir einen Kliniker noch erstaunlicher ist es, wenn Creveld (diese Zeitsch. 
193) im Ernst den Vorschlag macht, das Cl nicht im Serum, sondern im Gesamt- 
blut zu untersuchen. Ich verweise ihn nochmals auf die von mir wiedergegebenen 
Cl-Vol.-Kurven (Zeitschr. f. exp. Pathol. u. Therap. 1919), die zeigen, daB der 
Gesamt-Cl-Gehalt dem Blutkérperchenvolumen annahernd umgekehrt pro- 
portional ist. 

2) Ich habe zum Vergleich das Serum genommen, weil ich die Bestimmungen 
an diesem fiir die klinische Blutuntersuchung bevorzuge. Die Differenzen gegen- 
iiber dem Gesamtblut sind ja im allgemeinen gering. Indessen handelt es sich ja 
hier vor allem um die Frage, ob wirklich bei der Gerinnung cine Verschiebung des 
Zuckers eintritt. 
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bei niedriger Temperatur selbst in 24 Stunden keine Rolle spielt, doch 
wohl die Ursache sein mag, kénnte der gréBere Zuckerge halt des Serums 
durch Lépines Annahme, daf in den ersten 15 Minuten nach Blut- 
entnahme eine Vermehrung der reduzierenden Substanz eintritt, zu 
erkliren sein. Der Grund der abweichenden Resultate Brinkmanns 
und van Dams kann wohl nur in der Methodik liegen. Vielleicht ist 
die Bangsche Methode fiir das Plasma weniger geeignet. Bei ihrer 
Berechnung machen Brinkmann und Creveld insofern einen kleinen 
Fehler, als sie die mittels Bangscher Methode gewonnenen Gewichts- 
prozente ohne weiteres auf das Volumen berechnen. Dadurch verkleinert 
sich die Differenz zwischen gefundenem und errechnetem Plasmawert. 
Nehmen wir ein spezifisches Gewicht von 1060 fiir das Gesamtblut, 
fiir das Plasma 1030, so ergiibe sich z. B. fiir die erste Untersuchungs- 
reihe Crevelds und Brinkmanns Zucker im Gesamtblut Gew.-% 
0,117 = Vol.-% 0,124, gefundener Plasmawert 0,178 = Vol.-% 0,183, 
errechneter Plasmaweit nicht 0,188, sondern 0,2. Aber dadurch ist 
ja eine Erklarung der abweichenden Untersuchungsergebnisse in keiner 
Weise gegeben. Fir die Richtigkeit der meinigen spricht eine erdriickende 
Fiille klinischer Erfahrung. 

Weiterhin meinen Brinkmann und van Dam, da die Himolyse 
und Volumenvergr6Berung der menschlichen Blutkérperchen in iso- 
tonischen Traubenzuckerlésungen lingst bekannte Tatsachen seien. 
Bis dahin war diese Tatsache, soweit ich sehe, nur von Masing!) und 
von Kuzawa?) beschrieben worden, und ich selbst kam ohne Kennt- 
nis dieser Arbeiten zu dem gleichen Resultat. Vor Masing galten die 
roten Blutkérperchen als impermeabel fiir den Traubenzucker. Den merk- 
wiirdigen Unterschied von Menschen- und Tierblut erkliren Brink- 
mann und van Dam ,,durch die Tatsache, daB diese Korperchen 
vorher mit isotonischen NaCl-Lésungen gewaschen waren**. Wodurch 
in aller Welt haben die Autoren diese ,,Tatsachen” festgestellt ? Und 
ferner: Kénnen die menschlichen Blutkérperchen durch Waschen in 
NaCl-Lésungen auch impermeabel gemacht werden? In Wahrheit 
sind die Tierkérperchen ebenso behandelt worden wie die menschlichen. 
Und selbst wenn die Autoren recht hiatten mit der Impermeabilitat 
im strémenden Blut, blieben die merkwiirdigen Unterschiede zwischen 
Menschen- und Tierblutkérperchen bestehen. 

Zur Beleuchtung dieses seien hier noch einige Versuche angefiihrt: 

Masing hat die Abhiingigkeit des Eindringens des Zuckers von der 
Temperatur besonders studiert und gefunden, daB die Schnelligkeit 
bei niederer Temperatur sehr gering (bei 0,5° erst in 16—18 Stunden 
Ausgleich), bei héheren Temperaturen erheblich schneller (bei 15 


1) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 149, 227. 1912; 156, 401. 1914. 
2) Diese Zeitschr. 60, 231. 1914. 
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50 mal so schnell). Die Beschleunigung nimmt bei héherer Tempera- 
tur ab. 

Die VergréBerung des Volumens ist ebenfalls in hohem MaBe ab- 
hingig von der Temperatur, aber in durchaus anderer Weise als wie 
es Masing fiir day Eindringen des Zuckers gefunden hat. Die Versuche 
wurden in der |. c. angefiihrten Weise gemacht. Pie Losungen wurden 
vor der Mischung in dem Trichter vortemperiert, dann sofort nach der 
Kinblasung der Blutkérperchensaule zentrifugiert. Um die Temperatur 
auch wahrend des Zentrifugierens méglichst zu erhalten, wurden die 
Roéhrchen isoliert. 

Es hat sich nun folgendes erge ben: In der isotonischen Traubenzucker- 
lésung findet zunichst ziemlich unabhiingig von der Temperatur cine 
Vergr6Berung des Volumens statt, die sich in der Grenze von ctwa 
5—15% halt. Nach 1 Stunde macht sich dann in erheblichem Mabe 
die Temperatur geltend. 


Tabelle II. 
Menschliche Blutkérper. 


Temp. 0° 0° 15° 37° 
Urspriingl. Vol. 45,0 44.6 45,2 45,0 
sofort ... . 50,4(11%) 51,0 (12%) 53,8 
1 Stunde .. 52,8 70 (starke Hamolyse) 
6 Stunden . . 45,5 
24 Stunden . . 40,5 





Wie man sieht, findet man bei der Temperatur von 0° nach der 
1. Stunde nicht nur keine VergréBerung, sondern sogar eine erhe bliche 
Verkleinerung, so daB der Ursprungswert weit unterschritten wird. 
Bei 15° findet sich eine allmahliche VergréBerung, die in der 1. Stunde 
sehr erheblich, dann aber nur ganz gering ist. Bei 37° endlich haben 
wir eine schnelle VergréBerung, die infolge Himolyse schon nach 1 Stunde 
eine genaue Ablesung unméglich macht. Die Versuchsergebnisse sind 
nicht immer ganz gleich. Ich habe schon |. c. hervorgehoben, dal} auch 
die Hamolyse bei verschiedenen Individuen nicht stets gleich verlauft. 
So konnte man in einzelnen Fillen beobachten, daB auch bei 37° die 
Hiimolyse allmahlich stark vergréBert wurde und schlieBlich einen 
Fortschritt nicht mehr erkennen lieB. Solche Verschiedenheiten findet 


Tabelle IV. 
Menschliche Blutkérper. 


Temp. 8° 0 Temp. 8 oO 

Urspriingl. Vol. . 47,5 46,0 39,0 38,0 
sofort ; 48.5 40.8 
1 Stunde. . 52.0 50.5 43,0 40,0 

6 Stunden .. . 52,0 50,5 48, 41,8 

24 Stunden... 50,8 46,2 46,6 43,0 


99* 
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man bei der VolumvergréBerung in viel ausgesprochenerem MabBe bei 
niederen Temperaturen. So sieht man bei Temperaturen von 8° schon 
nach 6 Stunden keine weitere VergréBerung mehr, gegeniiber 1 Stunde, 
nach 24 Stunden vielfach eine ausgesprochene Verkleinerung. Umgekehrt 
wird diese auch bei 0° 6fter vermiBt. 

Die gleichen Versuche an Tierblut haben ergeben, daB nicht nur 
keine VergréBerung, sondern stets eine erhebliche Verkleinerung 
des Volumens eintritt. Auch bei schnellstem Arbeiten ist niemals eine 
anfaingliche VergréBerung festzustellen, vielmehr eine deutliche Schrump- 
fung. Die Verkleinerung ist bei Meerschweinchenblut erheblich starker 
wie bei Hammelblut. Es ist bemerkenswert, daB sich bei beiden Tieren 
bei 37° eine Hamolyse zeigt, die nach 24 Stunden beim Meerschweinchen 
total ist. 

Tabelle V. 


Hammelblutkérper Meerschweinchenblutkérper 
Temp. 37° 15° Temp. 37° 15° 
Urspr. Vol. 27 23,7 Urspr. Vol. 48,2 46,2 
sofort .. 25,2 23,8 amor. ... 47,0 45,3 
1*/, Std. . 23,0 22,6 2 Std... 40,0 41,6 
4Std... 20,6 21,7 8S... 32,2 36,0 
24 Std. . . 18,3 21,3 24 Std. totale Him. 34 (ger. Ham.) 


Es ergibt sich daraus die bemerkenswerte Tatsache, dab einerseits 
die héhere Temperatur bei dem Menschenblutkérperchen die Ver- 
gréBerung, anderseits bei den Tierblutkérperchen die Verkleinerung 
beschleunigt. 

Versuche mit Rohrzucker und Milchzucker an Menschenblutkérpern 
hatten ein ahnliches Ergebnis wie die Tiertraubenzuckerversuche. 
Auch hier deutliche Verkleinerung, die durch héhere Temperatur 
beschleunigt wird, z. B.: 


Tabelle VI. (Rohrzucker.) 
Menschliche Blutkérper. 


Temp. 0° 15° hy 
Urspriingl. Vol. . 45,9 47,6 47, 
able tale lta 47,0 49,3 47,8 
1 Stunde ... 44,0 42,0 33 (geringe Himol.) 
16 Stunden... 38,9 35,7 (Hamolyse) 


Ich enthalte mich jeden Erklarungsversuches der mitgeteilten Tat- 
sachen; sicherlich spielen neben osmotischen kolloidchemische Prozesse 
eine vorwiegende Rolle. 

















Uber die Entstehung der Amylase und Maltase in den Pflanzen. 


Von 
W. Palladin und Helene Popoff. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Laboratorium der russischen Akademie der 
Wissenschaften.) 


(Eingegangen am 31. Dezember 1921.) 


Die Amylase und Maltase sind die in den Pflanzen verbreitesten, 
im Zellsaft geléste Fermente. Die héheren Pflanzen enthalten immer 
beide Fermente, die unter dem Sammelnamen ,,Diastasen‘‘ bekannt 
sind. Da wir in der vorliegenden Arbeit nicht die Wirkung der einzelnen 
Fermente studierten, sondern auf die fermentative Arbeit aus dem 
Verschwinden von Stiirke und dem Erscheinen von die Fehlingsche 
Lésung reduzierendem Zucker schlossen, die Natur dieses Zuckers 
jedoch niaher nicht bestimmten, so werden wir die von uns beobachteten 
Fermente ,,Diastase“ nennen, die Frage offen lassend, ob wir es in 
allen Versuchen mit dem Endprodukt der Reaktion, d. h. mit der 
Glucose oder ob in einigen Fallen auch noch mit der Maltose zu tun 
haben. 

Trotz der groBen Zahl der Arbeiten, die dem Studium der genannten 
Fermente, pflanzlichen sowohl auch tierischen Ursprungs, bestimmt sind, 
wissen wir sehr wenig von der Entstehung dieser Fermente. 

Die Entstehung der Diastase in keimender Gerste haben Brown und Mor- 
ris!) mit Hilfe des Mikroskopes genau verfolgt. Sie fanden, da die Epidermis- 
zellen der Schildchen vor dem Keimen einen feinkernigen Inhalt mit gut sichtbaren 
Zellkernen haben. Beim Beginn des Wachstums werden die protoplasmatischen 
Koérnchen gréBer und ihre Zahl waichst. Der Inhalt der Zellen wird undurchsichtig 
und der Zellkern wird nicht mehr sichtbar. Diese Erscheinung hilt bis zum Ver- 
schwinden der Starke aus dem Endosperm an. Dann werden die Zellen der Epider- 
mis wieder durchsichtig, aber der Zellkern ist nicht mehr sichtbar. Folglich ent- 
steht die Diastase in keimender Gerste auf Kosten des Protoplasma und des Zell- 
kerns und wird dann ausgeschieden. Solch eine Diastase heiBt Sekretionsdiastase 
und befindet sich in keimendem Samen. Viel verbreiteter ist die Translokations- 
diastase, die in allen Blattern und anderen vegetativen Organen gefunden wird. 

Wir haben unsere Arbeit iiber die Diastase an den Blattern ausgefiihrt. Kos- 
mann?) hat als erster das Vorhandensein der Diastase in den Blattern festgestellt. 


1) Brown und Morris, Journ. of the Americ. chem. soc. 1890, S. 458. 
2) Kosmann, Bull. de la soc. chem. de Paris 1877, S. 251. 
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Er hat die Blatter der Scopolia carniolica, Chelidonium majus, Digitalis purpurea, 
Primula veris, Salix fragilis, Quereus cobur, Julans regia und Latuca verosa unter- 
sucht. | Frische und trockene Blatter wurden zerkleinert, fiir 12 Stunden in kaltes 
Wasser gelegt. Man lie das Filtrat bei 30° bis zu einem Viertel des Umfanges 
ausdampfen und darauf durch Alkohol niederschlagen, der Niederschlag wurde 
in Wasser aufgelést. Das Filtrat von dem unléslichen EiweiB wurde wieder durch 
Alkohol niedergeschlagen. Der Niederschlag wurde ausgetrocknet. 2—3 mg des 
erhaltenen Pulvers fiihrten Starke in Zucker iiber, zersetzten Saccharose sowoh! 
wie Salicin. Folglich enthielt der Niederschlag mehrere Fermente. Die Blatter 
der Digitalis vor dem Bliihen enthielten von dem Ferment 31,58 °65, gegen Ende 
des Bliihens nur 3°,,. Baranetzky') fand, daB frisch gewonnener Extrakt von 
Blittern des Melianthus major die Starke nicht umbilden kann, diese Fahigkeit 
aber nach mehrtigigem Stehen enthalt. Krauch?) hat auch die Diastase in den 
Blattern beobachtet. Eine groBe Arbeit tiber die Diastase der Blatter hat Brasse*) 
ausgefiihrt. Schimper‘) spricht auch von der Diastase in den Blattern. Auf 
Grund von mikroskopischen Beobachtungen folgerte Meyer’), daB die Diastase 
in den Chlorophyllkérnern und Leukoplasten entsteht. Wortmann®) fand in 
Wasserextrakten aus Blattern keine Diastase und zog daraus den SchluB, dab 
die Stirke vom lebenden Protoplasma zum Zucker umgebildet wird. Aber Wort- 
mann hat eine sehr wertvolle Beobachtung gemacht, nimlich, daB im Gegensatz 
zu den filtrierten Extrakten aus Blattern, die unfiltrierten die Starke zersetzen. 
Diese Beobachtung spricht dafiir, daB die Diastase sich in den Blattern haupt- 
sichlich mit den Protoplasten verbunden befindet. Wortmanns Beobachtung 
wurde von Vines’) bestatigt. Auf Grund dieser Versuche meinte Vines, dab, 
wenn auch in den Blattern sich wenig Diastase be‘indet, jedoch fortwahrend ihre 
Neubildung vor sich geht. Jentys*) versuchte zu erklaren, warum Wort mann 
keine Diastase in den Blattern fand, und wies unter anderem darauf hin, daB die 
Diastase von den in den Blattern sich befindenden Gerbstoffen ausgefallt wird. 
Am ausfiihrlichsten haben die Diastase Brown und Morres’) studiert. Fiir ihre 
Versuche nahmen sie trockene Blatter. Um Wortmanns Versuche zu kontrol- 
lieren, nahmen sie zwei Portionen von ausgetrockneten und zerkleinerten Helian- 
thus tuberosus-Blaittern zu 10 g jede. Aus der ersten Portion wurde ein filtrierter 
Wasserextrakt pripariert. Zu dem Filtrat wurde Starke hinzugefiigt. Die zweite 
Portion der zérkleinerten Blatter wurde mit einer Lésung von Starke verdiinnt. 
In der zweiten Portion wurde 7mal mehr Diastase gefunden als in der ersten. 
Sie erklirten diesen Unterschied durch zwei Ursachen. Erstens dringt die Diastase 
nur mit groBer Schwierigkeit durch das Protoplasma, zweitens fallen die sich in 
den Blittern befindenden Gerbstoffe die Diastase aus und machen sie unfahig, 
in die Lésung iiberzugehen. Einige Gelehrte!®) meinen, da die Diastase von den 
zerkleinerten Blittern absorbiert wird, das ist schon die dritte Ursache. Die erste 
und dritte Ursache kommen wahrscheinlich bei dem Zubereiten von Wasserextrakten 


1) Baranetzky, Die stirkeumbildenden Fermente. 1878. 

2) Krauch, Landw. Versuchs-Stationen 23. 1879, 

’) Brasse, Cpt. rend. 99, 878. 1884. 

') Schimper, Botanische Zeitung 1885, S. 73: 

5) Meyer, Untersuchungen iiber die Starkekérner. Jena 1885. 
6) Wortmann, Botan. Zeit. 1890, 8. 37. 

7) Vines, Ann. of botany 1891, S. 409. 

*) Jentys, Bull. acad. des se. de Oracovic nov. 1892. 

*) Brown und Morris, Journ. of the chem. soc. 1893, S. 609. 
'°) Czapek, Biochemie der Pflanzen 1, 389. 1905. 
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vor. Man muf sehr sorgfiltig zerkleinern. So hat Wierzchowsky!) bewiesen, 
daB, je feineres Buchweizenmehl genommen wurde, desto mehr Maltose von ihm 
zersetzt wurde, durch die in ihm enthaltene Maltase, die besonders schwer diffun- 
diert. Die verschiedenen Mengen von Diastase in den zwei Portionen des Brown- 
und Morrisschen Versuches kénnen auch noch anders erklart werden. Ein grober 
Teil der Diastase der Blatter ist mit den Protoplasten verbunden, welche auch 
nach dem Abtéten durch die Antiseptica ihre Fahigkeit wahrend der Autolyse 
neue Quantitiaten von Diastase abzuspalten, nicht verlieren. [hren Untersuchungen 
nach hingt die Quantitaét der Diastase von verschiedenen Bedingungen ab. So 
ist in den Blattern am Abend mehr Diastase als am Morgen. Ip Blattern, die von 
den Blittern abgepfliickt und ins Dunkle gebracht worden, vergréBert sich ail- 
mihlich die Quantitat der Diastase. Z. B. wurden in Blaittern des Hydrocharis 
morsus rande folgende Quantititen der Diastase gefunden: 


Nach Beleuchtung ......... 0,267 
Nach 47stiindigem Liegen im Dunklen 0,476 
Nach 96stiindigem Liegen im Dunklen 0,676 


Darum betrachteten Brown und Morris die Entstehung der Diastase als 
eine Hungererscheinung (Starbation phenomenon). Diese Versuche lassen die 
Meinung zu, daf die Diastase ein Produkt des Zerfalls der Protoplaste ist. Sie 
erinnern an die Verhaltnisse beim Hungerdiabetes?) der Tiere. Salter’) teilt 
Meyers Meinung, daB die Diastase in den Chlorophyllkérnern entsteht. Eisen- 
berg') hat nur die Wasserextrakte aus Blittern untersucht. Wahrscheinlich ist 
das der Grund, warum sie die Versuche von Brown und Morris iiber den Ein- 
fluB8 des Hungerns auf die Bildung der Diastase nicht bestatigen konnten. Eine 
neue Methode, die Diastase in den Pflanzen zu entdecken, hat Butkewitsch’) 
vorgeschlagen. Blatter oder andere Pflanzenteile werden in ein Termostat bei 
58—68° in Anwesenheit von Chloroform oder Toluol fiir ungefihr 20 Stunden 
gelegt. Die Starke verschwindet und es bildet sich viel Zucker, welcher eine Feh- 
lingsche Lésung reduziert. Diese Methode ist besser als die von Brown und 
Morris. Butkewitsch sagt nicht, ob die Pflanzen zum SchluB der Versuche 
lebten. Altere Forscher — Puriewitsch®), auch Reinhard und Luschkow’) - 
die es mit lebenden Pflanzen zu tun hatten, haben gezeigt, daB unter dem EinfluB 
von Ather die Starke rasch verschwindet. Aus der Beschreibung der Versuche kann 
man schlieBen, daB Butkiewitsch zum SchluB der Versuche es mit toten Pflan- 
zen zu tun hatte, d. h. mit Erscheinungen der Autolyse. Es ist bekannt, da§ 
wihrend der Autolyse mit dem Aufhéren der synthetischen Prozesse rasche fer- 
mentative Prozesse des Zerfalls beginnen. Man kann durch die Autolyse sehr 
rasch Fermentationsprozesse dort feststellen, wo man sie ohne dieselbe nicht fest- 
stellen kann. Z. B. beobachtet man beim Frosch im Sommer einen sehr starken 
postmortalen Glykogenschwung, der im Winter fehlt. Wenn man im Winter 
gefrorene Organe des Frosches im Morser zerkleinert, so beobachtet man nach 
4 Stunden bei 22—24° ein ebenso rasches, wenn nicht noch rascheres Verschwinden 


1) Wierzchowsky, diese Zeitschr. 57, 125. 1913. 

2) H. Elias und 8. Koll, diese Zeitschr. 52, 331. 1913. 

3) Salter, Contributions to a fuller knoledge of starek grains. Thesis for degree 
of D. sc. London 1898. 

4) Eisenberg, Flora 97, 347. 1907. 

5) Puriewitsch, Zur Frage iiber die Anhaiufung und Auflésung der Starke 
in der Pflanzenzelle. Kiew 1898 (russisch). 

6) Reichard und Suschkow, Botan. Zentralbl., Beih. 18, 133. 1905. 
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von Glykogen wie im Sommer!). Keinem von diesen Gelehrten kam der Gedanke, 
zu untersuchen, ob bei der Autolyse die starke fermentative Arbeit nicht nur von 
dem Aufhéren der entgegengesetzten synthetischen Reaktionen und von dem 
Verschwinden der riumlichen Trennung zwischen der Diastase und dem Glykogen 
oder Stirke, sondern auch vielleicht von der Entstehung neuer Quantititen der 
Diastase wiihrend der Autolyse abhingt. Diese Vermutung versucht Bang?) 
sogar zu beseitigen. 

Es ist bekannt, daf man durch Kinwirkung von Ather eine Pflanze aus dem 
Winterschlaf wecken kann*). Vielleicht hingt diese Erscheinung auch entweder 
von der Entstehung von Fermenten unter dem EinfluB von Ather oder nur von 
ihrer Uberfiihrung in aktiven Zustand ab. Durch Versuche an Tieren ist bewiesen 
worden, daB man unter dem’ EinfluB von Toxinen ein Steigen der Quantitat der 
Fermente in ihren Organen beobachtet*). 

Robertson, Irvine und Dobson) fanden die Diastase in den Blattern 
der Beta vulgaris. Davis*) hat mit seinen Mitarbeitern eine grobe Untersuchung 
der Maltose in den Blaittern und anderen Pflanzenorganen ausgefiihrt. Sie trennten 
die Maltose von der Glucose mit Hilfe von Saccharomyzes marxianus und 8. exiguus, 
denen die Fihigkeit, die Maltose giiren zu lassen, fehlt. Die Maltose gehért zu den 
schwer zu extrahierenden und unbestandigen Fermenten. 

Aus dem angefiihrten Uberblick sieht man, daB alle spiteren Arbeiten beinahe 
gar nichts Neues zu den Untersuchungen von Brown und Morris hinzufiigten, 
was die Entstehung der Diastase anbetrifft. 

Kine andere Ansicht iiber die Frage nach der Entstehung der Fermente ent- 
halten die Arbeiten von Herzfeld und Biedermann. Herzfeld’) meint, daB 
die verschiedenen Aminosduren, welche bei dem Zerfall von EiweiB entstehen, 
als proteolytische Fermente wirken kénnen. Biedermann’) behauptet, beim 
Kochen mit Wasser gehe aus Starke eine Substanz in Lésung, welche einer Selbst- 
zersetzung (Autolyse) unterliegt, wobei eine vollstandige hydrolytische Aufspal- 
tung zu Dextrinen und Zuckern erfolgt. Die wirkende Ursache ist ein Ferment 
(Amylase), welches wihrend dieses Prozesses entsteht. Diesen ZerfallprozeB fér- 
derte gekochter Speichel oder Speichelasche. Diese Versuche riefen eine Polemik 
hervor’). Wohlgemuts') Meinung: ,,ohne lebende Zelle keine Fermentbildung* 
diirfte nach wie vor zu Recht bestehen. v. Kauffmann, Lewite, Jacoby 
und Sallinger sowie Wohlgemuth zeigten, daS dem Formaldehyd die Fahig- 
keit abgeht, Stiirke zu Zucker umzubilden™). Es wurde auch die Meinung aus- 
gesprochen, daB beim Einwirken von Alkali auf Albumine ‘esterhydrolysierende 
Substanzen entstehen?!*). 


1) Lesser, Zeitschr. f. Biol. 60, 371. Miinch. med. Wochenschr. 1913, Nr. 7; 
diese Zeitschr. 52, 471. 1913. 

*) Ivar Bang, diese Zeitschr. 49. 

3) Johansen, Das Atherverfahren beim Friihtreiben. Jena. 

*) Grossmann, diese Zeitschr. 41, 181. 1912. 

*) Robertson, Irvine und Dobson, Biochemical Journ. 4, 259. 1909. 

6) Davis, Daisk and Sawger, Journ. agric. soc. 7, 255. 1916. — Davis 
and Sawger, l. c. 352. —- Davis, Biochemical. Journ. 10, 49, 56. 1916. 

7) Herzfeld, diese Zeitschr. 68, 402. 1915. 

’) Biedermann, Fermentforschung 1, 476. 1916; 2, 458. 1917; 3, 70. 1919. 

*) Sallinger, Fermentforschung 2, 449. 1919 — Schulz, |. ¢. 3, 72. 1919. 

”) vy. Kaufmann, Ber. 1917, 8. 198. — Wohlgemuth, diese Zeitschr. 
94, 213. 1919. 

1) Maggi und Woker, Ber. 51, 790. 1918. 

) Hulton- Frankel, Journ. of biol. chem. 3%. 395. 
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In einer Arbeit eines von uns und 8. Mansky!) ist nun bewiesen 
worden, daB die Peroxydase in den Pflanzen sich nicht ausschlieBlich 
im Zellsaft befindet, wie man bis zuletzt gedacht hat, sondern zu einem 
groBen Teil mit den Protoplasten verbunden ist. Wihrend der Autolyse 
geht diese gebundene Peroxydase in die Lésung iiber. Folglich ist die 
Peroxydase ein Produkt des Zerfalls der Protoplaste. Wihrend der 
Autolyse in destilliertem Wasser geht die Abspaltung der Peroxydase 
sehr langsam von statten. In Anwesenheit von verschiedenen Salzen 
geht die Abspaltung der Peroxydase bedeutend schneller vor sich. 
Besonders energisch ist die Abspaltung der Peroxydase in Anwesenheit 
von oxalsaurem und citronensaurem Ammoniak. In der vorliegenden 
Arbeit setzten wir uns zum Ziele, folgendes zu erforschen, erstens: 
ob auch die Diastase in den Pflanzen sich nicht nur in freiem Zustande, 
sondern auch in Verbindung mit den Protoplasten befindet; zweitens: 
ob sie sich auch waihrend der Autolyse von den Protoplasten abspaltet. 
Diese Fragen sind bis zur Gegenwart noch offen. Die oben beschriebenen 
mikroskopischen Untersuchungen der keimenden Gerstenkérner von 
Brown und Morris und die von Macallum®?) der Pankreas haben 
gezeigt, daB die Fermente in den Protoplasten entstehen. Butreich- 
vitschs oben beschriebene Untersuchungen der Diastase der Blatter 
und die von Lesser der Diastase des Frosches wiihrend des Winter- 
schlafes, lassen den Gedanken aufkommen, daB die Diastase ebenso 
wie die Peroxydase wihrend der Autolyse der Protoplaste sich abspaltet. 

Um diese Frage zu lésen, muB man aus den Blittern die ganze geléste 
Diastase entfernen. Zu diesem Zwecke wurden frische Blatter sorgfialtig 
im Morser zerrieben, die gewonnene Masse mit Wasser verdiinnt und 
einer mehr oder weniger langen Autolyse in Anwesenheit von Chloroform 
oder Toluol oder dieser beiden zusammen unterworfen. Darauf wurde die 
Masse abgepreBt, mit Wasser verdiinnt und erst dann wurde Kahlbaums 
lésliche Stirke hinzugefiigt. Nach einer solchen Bearbeitung war die 
ganze geléste Diastase entfernt, es blieb nur die mit den Protoplasten 
verbundene, und ebenso die Diastase, die von den Gerbstoffen aus- 
gefallt war. Diese letzte Diastase ist, wie Jentys Versuche gezeigt 
haben, nicht faihig, die Starke zu verzuckern. Natiirlich waren, trotz 
des sorgfiltigen Zerreibens im Moérser, die meisten Zellen intakt ge- 
blieben, aber man hat keinen Grund nach der Autolyse in ihnefi noch 
geléste Diastase zu vermuten; denn, erstens sprechen Fernbachs?*) 
Versuche dafiir, da selbst lebende aber schon gealterte Zellen die 





1) W. Palladin und 8. Mansky, Die Bildung der Peroxydase in den Pflan- 
zen. Diese Zeitschr. 

*) Macallum, Quart. Journ. of microscop. science 38, 229. 1895. — Proce- 
dings kop. Soc. 63, 469. 1898. 

3) Fernbach, Ann. de linst. Pasteur. 3, 473, 531; 4, 1, 631. 
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Fermente in umgebende Medien iiberge hen lassen, zweitens: Le bedeffs') 
und Rencklebens?) Versuche haben angegeben, daB Zymase leicht 
durch die Haute der Hefezellen dringt; drittens mu man noch folgende 
Untersuchungen von Holderer*) beachten. Er fand, da neutrale und 
schwach saure Lésungen der Fermente nicht durch einen Chamberlain- 
Filter dringen, wenn man jedoch zu solchen Lésungen 10°% von Hiihner- 
eiweiB oder 1°, Pepton zufiigt, dringen die Fermente durch. In Ex- 
trakten von Blattern ist immer ein gewisses Quantum von Eiweib 
enthalten. Alkalische (auf Phenolphthalein) Lésungen der Fermente 
dringen durch einen Chamberlain-Filter ohne abgeschwiacht zu werden. 
Ruhland fand‘), daB kolloidale Farben leicht durch plasmatische 
Zellhiute dringen. Nach Endler®) tragen zu einem solchen Durch- 
dringen viel die Salze bei. Die Nutzwirkung der Salze wachst anfangs 
mit der Steigerung der Konzentration, fallt dann aber. SchlieBlich haben 
Krabbes*) und Griiss’?) Versuche gezeigt, daB die Diastase durch 
Pergamentpapier dringt, ebenso durch Porzellanréhren und bei ge- 
steigertem Druck durch TongefaiBe und Holzzylinder. 

Es bleibt noch die Frage, ob die geléste Diastase beim Zerreiben 
der Blatter nicht absorbiert wird, wie Brown und Morris glauben. 
Beim Trocknen der Blatter, wie es bei den Versuchen der obengenannten 
Autoren war, ist eine solche Erscheinung méglich. Bei unseren Versuchen 
wo nur le bende Blatter zerkleinert und die gewonnene Masse der Autolyse 
unterworfen wurde, konnte eine solche Erscheinung nicht stattfinden. 

Auf die Arbeit der Diastase schlossen wir aus dem Verschwinden 
der Reaktion auf Jod. Die Quantitaét des gewonnenen Zuckers wurde 
mit Hilfe von Fehlingscher Lésung bestimmt. Die Natur des Zuckers, 
der die Fehlingsche Lésung reduzierte, wurde nicht niher bestimmt. 
Diesen Zucker nennen wir beim Beschreiben der Versuche Glucose. 
Da wihrend der Versuche mehrere Proben fiir die Reaktion auf Jod 
genommen wurden, die also die Qualitat der Fliissigkeit verkleinerten, 
so sind die von gefundenen Quantititen kleiner, als wirklich Zucker 
gebildet war. Die Temperatur wahrend der Versuche war 25—32°. 
Die Versuche wurden im Sommer an der Siidkiiste der Krim ausgefiihrt 
(der Nikitsky-Botanische Garten bei Jalta). Zum Beispiel beschreiben 
wir einige Versuche. . 

Vérsuch 1. Am 19. VI, um 3!/," nachmittags gepfliickte, ausgewachsene 
Blatter der Robinia pseudacacia, 50 g, wurden sorgfaltig in einem Moérser zer- 


1) Lebedef f, Zeitschr. f. physiol. Chem. 73, 447. 1911. 

2) Renckleben, Chem.-Zeit. 35, 11, 19. 1911. 

’) Holderer, Cpt. rend. des séanc es dela soc. de biol. 155, 318. 
4) Ruhland, Jahrb. f. wiss. Botan. 51, 376. 1912. 

5) Endler, diese Zeitschr. 42, 440. 1912. 

6) Krabbe, Jahrb. f. wiss. Botan. 21, 520. 1890. 

7) Griiss, Jahrb. f. wiss. Botan. 26, 384. 1896. 
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rieben, mit 250 g Chloroformwasser iibergossen und einer 3tigigen vorbereitenden 
Autolyse unterworfen mit Hinzufiigung von Chloroform. 

Darauf wurde die Masse abgepreBt, gut mit Wasser durchgewaschen, wieder 
abgepreBt und in zwei Portionen zu je 21,1 g jede getellt. Beide Portionen der 
Blatter wurden noch einmal einer 9taigigen Autolyse unterworfen, die erste Portion 
mit 50 g Wasser und einigen Tropfen Chloroform, die zweite Portion mit 50 cem 
léslicher Starke mit Chloroform. 

1. Kontrollportion. Im Filtrat wurden 43,2 mg Glucose gefunden. 

2. Versuchspertion. Nach 2 Tagen war die ganze Starke verzuckert, 
darum wurden wahrend der Autolyse neue Quantititen von Starke hinzugefiigt. 
Nach 9 Tagen wurden im Filtrat 158,6 mg Glucose gefunden. 

Folglich ist von Blattern, die einer 3tagigen vorbereitenden Autolyse unter- 
worfen wurden, auf Kosten der hinzugefiigten Starke 115,4 mg Glucose gebildet 
worden. 

Versuch 2. Am 20. VI., um 3!/," nachmittags gepfliickte, ausgewachsene 
Blatter der Robinia pseudacacia, 50 ¢, wurden zerkleinert, einer 9tagigen Autolyse 
in Chloroformwasser unterworfen. Darauf wurde die in Wasser durchgewaschene 
und abgepreBte Masse in zwei Portionen zu 17,8 g jede geteilt. 

Kontrollportion. Es wurden 50 ccm Chloroformwasser hinzugefiigt. 
Nach 12 Tagen wurden in der Fliissigkeit nur Spuren von Glucose gefunden. 

Versuchsportion. Es wurden 50 g léslicher Starke hinzugefiigt. Am nach- 
sten Tage war die ganze Starke verzuckert. Dann wurde tiglich eine neue Portion 
Stirke hinzugefiigt. Nach 12 Tagen wurden in der Fliissigkeit 85,6 mg Glucose 
gefunden. 

Versuch 3. Am 22. VI., um 3!/," nachmittags gepfliickte junge Blatter der 
Robinia pseudacacia, 50 g, wurden einer 11 tagigen Autolyse unterworfen. Darauf 
wurde die durchgewaschene Masse in zwei Portionen zu 19 g jede geteilt. 

1. Kontrollportion. Nach einer neuen 12tiagigen Autolyse in Chloroform- 
wasser wurden 58,9 mg Glucose gefunden, die aus der in den Blattern gebliebenen 
Starke gebildet worden war. 

Zu der abgepreBten Masse wurde lésliche Starke hinzugefiigt. Nach einigen 
Tagen wurden 102,1 mg Glucose in der Lésung gefunden. 

Folglich haben die Protoplaste trotz der 23tagigen vorbereitenden 
Autolyse und der hohen Sommertemperatur die Fahigkeit, Starke zu 
zersetzen, bewahrt. 

2. Versuchsportion. Es wurde ldsliche Starke hinzugefiigt, es wurden 
146,4 mg Glucose gefunden. 

Folglich ist die Starke auf Kosten der gegebenen Starke entstanden (146,4 bis 
58,9) = 97,5 mg. 

Versuch 4. 100 g alter etiolierter Blatter der Gerste wurden zerrieben und 
einer 3tigigen vorbereitenden Autolyse in 200 g Chloroformwasser unterworfen. 
Zu der durchgewaschenen und abgepreBten Masse von 24,6 g Gewicht wurde all- 
mahlich lésliche Starke mit Chloroform hinzugefiigt. 246.3 mg Glucose wurden 
gefunden. 

Versuch 5. Am 26. August wurden 10 g trockener, abgefallener Platanen- 
blatter zerkleinert und einer Itigigen Autolyse in 200 g Chloroformwasser 
unterworfen. Dann wurde zu der durchgewaschenen und abgepreBten Masse 
120 g léslicher Starke hinzugefiigt. Nach 3 Tagen wurde keine Glucose gefunden. 

Versuch 6. Am 20. VIII. wurden 200 g junger Blatter des Ricinus communis 
zerrieben und einer 1tagigen Autolyse unterworfen. Darauf wurde die durch- 
gewaschene und abgepreBte Masse in vier Portionen zu 35,6 g jede geteilt. Zu aller 
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Portionen wurde zu je 100 ccm léslicher Starke hinzugefiigt. Zwei Portionen wur- 
den gekocht. 

Nach 4 Tagen war in den ungekochten Portionen die ganze Starke verzuckert, 
in den gekochten aber war die Starke nicht verzuckert worden. 

Aus den beschriebenen Versuchen folgt: 

1. In griinen und etiolierten Blaittern verschiedener Pflanzen nach 
einer dauernden Autolyse (von 1—23 Tagen) bei hoher Sommertempera- 
tur und darauffolgendem sorgfiltigen Durchwaschen in Wasser bleibt 
noch aktive, mit den Protoplasten verbundene Diastase. 

2. In jungen Blattern ist mehr gebundene Diastase als in alten. 

3. In toten, abgefallenen Blattern ist keine gebundene Diastase. 

4. Kochen nach der Autolyse tétet die gebundene Diastase. 

5. In Blattern befindet sich die Diastase beinahe ausschlieBlich in Ver- 
bindung mit den Protoplasten. Die Art dieser Verbindung ist unbekannt. 


Versuch 7. Am 11. VIIL, um 2” nachmittags gepfliickte Blatter der Beta 
vulgaris, 190 g, wurden in einem Morser zerrieben und einer 1 tigigen Autolyse 
in 200 cem Wasser unterworfen ; darauf wurde die Masse abgepreBt, in Wasser durch- 
gewaschen, wieder abgepreBt und in vier Portionen zu je 17,1 g jede geteilt. 

1. Portion. 50 cem Chloroformwasser wurden hinzugefiigt. Erneute 4 tiagige 
Autolyse. Darauf wurde allmihlich zu dem Filtrat Starke hinzugfiigt. Diese 
Portion hat linger als die andern die Starke verzuckert. Nach 15 Tagen wurden 
0,6875 g Glucose gefunden. 

2. Portion. 50 ccm Wasser wurden hinzugefiigt, das durch 3 Tropfen Ameisen- 
siure angesiuert war. Erneute 4tigige Autolyse. Darauf wurde zum Filtrat all- 
mihlich Starke hinzugefiigt. Diese Portion hat friiher als die anderen aufgehért 
Starke zu verzuckern. Nach 6 Tagen wurden 0,0976 g Glucose gefunden. 

3. Portion. 50 g /,)-Lésung von Dikaliumphosphat mit Chloroform hinzu- 
gefiigt. Erneute 4tagige Autolyse. Dann wurde zum Filtrat Starke hinzugefiigt. 
Nach 15 Tagen wurden 0,5628 g Glucose gefunden. 

4. Portion. 50 g von /,)-Lésung von Monokaliumphosphat hinzugefiigt. 
Erneute 4tagige Autolyse. Dann wurde Stirke hinzugefiigt. Nach 15 Tagen wur- 
den 0,5958 g Glucose gefunden. 

Versuch 8. Am 9. VIIL., um 31/," nachmittags, gepfliickte junge Blatter des 
Ricinus communis, 50 g, wurden zerrieben, mit 300 ccm Chloroformwasser ver- 
mengt und einer 8tagigen Autolyse unterworfen. Darauf wurde die Masse abge- 
preBt, in Wasser durchgewaschen, wieder abgepreBt. Darauf wurden 100 ccm 
0,1 proz. Lésung von Dikaliumphosphat hinzugefiigt. Erneute 4tiagige Autolyse. 

1. Filtrat — allmahlich wurde Starke hinzugefiigt. Nach 10 Tagen wurden 
0,2612 g Glucose gefunden. 

2. AbgepreBte Masse — 50 ccm léslicher Starke wurde hinzugefiigt. Nach 
10 Tagen wurden 0,1509 g Glucose gefunden. 

Aus diesen 2 letzten Versuchen folgt, daB wihrend der Autolyse 
Diastase, die mit den Protoplasten verbunden ist, sich abspaltet und 
in die Lésung iibergeht. Diese beiden Versuche tragen den Charakter 
von Vorversuchen. 

Die Frage von den Bedingungen des Ubergangs der gebundenen 
Diastase in die Lésung und von dem EinfluB verschiedener Salze auf 
diesen ProzeB8 bedarf einer weiteren Untersuchung. 

















Friihtreiben ruhender Pflanzen durch Réntgenstrahlen. 


Vi mn 
Friedl Weber. 


(Aus dem Zentralréntgeninstitut des Landeskrankenhauses und dem Pflanzen- 
Physiologischen Institut der Universitat Graz.) 


(Eingegangen am 3. Januar 1922.) 


,,Die von Radiumpraparaten ausgehende Strahlung hat die merk- 
wiirdige Eigenschaft, die Ruheperiode der Winterknospen verschie 
dener Gehdlze in einer gewissen Phase aufzuheben und die bestrahlten 
Knospen friihzeitig zum Austreiben zu bringen“ (Molisch 1912). 
Welche Strahlen des Radiums die Ruheperiode abkiirzen, wurde von 
Molisch nicht untersucht, ,,da sich einer derartigen Priifung grobe 
Schwierigkeiten in den Weg stellen‘. Weil aber ein Teil seiner Versuche 
mit Glasréhren gemacht wurde, die den 4-Strahlen so gut wie keinen 
Durchgang gestatteten, so miissen in diesen Experimenten ,,nur die 
B- oder nur die y- oder beide Strahlen“ die Wirkung hervorgerufen haben. 
Eine Entscheidung zwischen diesen Méglichkeiten lieBe sich durch 
Versuche mit Réntgenbestrahlung anbahnen. Erweisen sich die den 
y-Strahlen analogen Roéntgenstrahlen als nicht friihtreibend, so diirften 
bei den Radiumversuchen wohl die £-Strahlen die Wirkung hervor- 
gerufen haben; ist aber auch durch Réntgenbestrahlung Friihtreiben 
zu erzielen, so wird es wahrscheinlich, daB auch bei der Radiumbestrah- 
lung die y-Strahlen fiir den Treibeffekt bedeutsam sind. Sowohl ein 
positiver als auch ein negativer Ausfall von Friihtreibversuchen mit 
Réntgenstrahlen diirfte daher — schon allein mit Riicksicht auf obige 
Frage — von Interesse sein. 

Uber solche Versuche liegt meines Wissens keine Publikation vor. Nur Mo- 
lisch (Zeitschr. f. Botan. 7, 537. 1915) gibt gelegentlich einer Besprechung der 
letzten Réntgenarbeit Koernickes an, ,,daB einschliigige nicht veriffentlichte 
Versuche iiber den Einflu8 der Réntgenstrahlen auf das Treiben ruhender Knospen 
von Flieder... keinen Erfolg ergeben haben“. 

Das iiberaus giitige Entgegenkommen des Vorstandes des Zentral- 
réntgeninstitutes, Herrn Professor Dr. Eugen Petry, dem ich dafiir 
auch an dieser Stelle meinen aufrichtigsten Dank aussprechen miéchte, 
erméglichte es mir, Friihtreibversuche mit Réntgenstrahlen durchzu- 
fiihren. 
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Methode. 


sei den Friihtreibversuchen wurden die im allgemeinen zur Erzielung ein- 
wandfreier Treiberfolge erforderlichen Mafnahmen_ beriicksichtigt. Von einer 
ausfiihrlichen Darlegung der Methodik des Friihtreibens iiberhaupt kann Abstand 
genommen werden, da dieselbe eben erst von mir eine zusammenfassende Dar- 
stellung erfahren hat. (Weber, 1922.) Es sei nur folgendes hervorgehoben: 

AlsVersuchspflanzen dienten ausschlie8lich Zweige vom Flieder, Syringa vul- 
garis. Es ist dies dasjenige Holzgewichs, dessen Verhalten in bezug auf Ruhe- 
periode und Friihtreiben am allerbesten studiert und bekannt ist. Es wurde 
gleichmiaBiges, reichliches Material verwendet. Die Fliederzweige jeder Versuchs- 
reihe — ca. 12 Stiick fiir jede Strahlendosis und ebenso fiir die unbestrahlte Kon- 
trolle — entstammten ein und demselben Fliederstrauche. Samtliche Zweige einer 
Versuchsreihe standen vor und nach der Bestrahlung unter vollig gleichen Be- 
dingungen; es unterschied sich daher die Behandlung der Kontrollzweige von der- 
jenigen der bestrahlten Zweige einzig und allein durch das Fehlen der Bestrahlung. 
Das Treiben nach der Réntgenbestrahiung sowie das der Kontrollzweige erfolgt 
am Lichte im Gewiichshause des Pflanzen-Physiolgoischen Institutes, das mir der 
Vorstand Herr Prof. Dr. Karl Linsbauer giitigst zu beniitzen gestattete. 

Die Bestrahlung wurde von Herrn Prof. Petry selbst durchgefiihrt; sie 
geschah in folgender Weise: 

Die Bestrahlung wurde mit einer Hel m-Wasserkiihlréhre (der Watt-Gesell- 
schaft) mit Platinantikathode und 10 cm Radius vorgenommen. Als Stromquelle 
diente ein Siemens-Halske-Gleichrichter gréBten Typs mit Schénfeldschen 
Phasenwihler als Zusatzapparatur, welche dabei stets in der fiir Tiefentherapie 
gebrauchlichen Schaltung (2 Impulse, 6 Pausen) Verwendung fand. Die auf Durch- 
leuchtungsschaltung bezogene Priifharte der Réhre wurde wahrend der Bestrah- 
lungen stets zwischen 6 und 71/, Waltergraden schwankend erhalten (Osmo- 
regulierung). Bei den gré8ten Dosen wurde nur in einem Bruchteil der Bestrah- 
lungszeit [entsprechend 30 resp. 60 H')] die verabfolgte Dosis durch in Objekthéhe 
ausgelegte Holzknecht-Sabouraud-Tabletten direkt ermittelt, fiir die iibrige Zeit, 
wahrend welcher die Betriebsbedingungen die gleichen blieben, aus diesen direkten 
Messungen und der verwendeten Zeit ermittelt. Schon aus diesem Grunde kénnen 
die Zahlenangaben nur als ein ungefihres Ma der verabfolgten Dosis betrachtet 
werden. Es muB dabei allerdings bemerkt werden, daB die Verwendung des Gleich- 
richters so konstante Arbeitsbedingungen herbeifiihrte, daB die direkte Dosierung 
in jedem Falle das Resultat ergab, welches sich auch auf Grund friiherer Messungen 
aus den Betriebsverhaltnissen (besonders Distanz und Zeit) berechnen lief. 

Die Objekte lagen auf einem groBen hélzernen Schemel méglichst eben aus- 
gebreitet, zumeist in radiairer Anordnung die Endknospen und das nachste Knospen- 
paar im Bereiche der dem Fokus nichstgelegenen Stelle der Unterlage. Bei der 
stets eingehaltenen Distanz von 16 cm diirften diese Partien (End- und zweites 
Knospenpaar) als ungefahr gleich stark bestrahlt anzusehen sein, wahrend auf 
die am Stamme tiefer inserierten Knospen eine wesentlich geringere Dosis, und zwar 
in basalwairts abnehmendem AusmaBe entfiel. 

Zwischen der im Réhrenkasten befindlichen Réhre und den Zweigen befand 
sich stets ein 18 - 18 cm haltendes, 6 mm dickes, innen mit KienruB vollgestopftes 
Kistchen aus Furnierholz zur Absorption der Warmestrahlen, welches die Kasten- 
éffnung vollkommen iiberdeckte. Auf diese Weise war eine Erwirmung der Ver- 
suchsobjekte, die das Resultat beeinflussen hatte kénnen, ausgeschlossen. Ein in 
gleicher Distanz wie die Zweige aufgelegtes Thermometer ergab im Maximum eine 


1) H = Holzknecht - Einheiten. 
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Temperaturzunahme von 1°. Eine derartige geringfiigige Erwairmung, noch dazu 
wahrend nur kurzer Dauer, kann nach allen beim Friihtreiben gewonnenen Er- 
fahrungen die Ruheperiode in keiner Weise beeinflussen. Nach der Bestrahlung 
wurden die Zweige zugleich mit den unbestrahlten Kontrollen ins Warmhaus 
iibertragen und zum Treiben aufgestellt. 

Versuchsreihen. 

I. Bestrahlung am 21. X. 1921. 

Dosis: 26 H; Kontrolle nicht bestrahlt. 

Ergebnis: Kein Unterschied im Verhalten der bestrahlten und unbestrahlten 
Zweige; bis zum Abbruch dieser Versuchsreihe, Ende November, erfolgte kein 
Austreiben der geréntgten Knospen. : 

II. Bestrahlung am 7. XI. 1921. 

Dosis: 60 H; Kontrolle nicht bestrahlt. 

Ergebnis: Die geréntgten Endknospen wiesen die ersten Anzeichen beginnen- 
den Treibens am 14. XI. auf, entwickelten sich hierauf langsam weiter und ent- 
falteten die Blittchen in den ersten Dezembertagen. Die Kontrollzweige ver- 
blieben bis zum Abbruch des Versuches, Mitte Dezember, dauernd in vélliger Ruhe. 

III. Bestrahlung am 16. XI. 1921. 

Dosis: 1. 150 H, 2. 69 H, 3. Kontrolle nicht bestrahlt. 

Ergebnis: Bei 1 am 21. XI. die ersten Treibanzeichen bei allen Zweigen sicht- 
bar. Bei 2 am 23. XI. die ersten Treibanzeichen bei der Mehrzahl der Zweige, 
bei den iibrigen um 2 bis 3 Tage spiter. Die mit 150 H geréntgten Knospen eilen 
zuerst in der Entwicklung voraus, werden dann in den ersten Dezembertagen von 
den mit 69 H bestrahlten eingeholt und vom Ende der ersten Dezemberwoche an 
(zum Teil betrachtlich) iiberholt. Die Kontrollzweige weisen bis Mitte Dezember 
— zu einer Zeit, wo die geréntgten bereits die Blattchen entfalten und die Bliiten- 
standsanlagen aus der Knospe treten lassen — iiberhaupt keine Anzeichen von 
Treibwilligkeit auf, verharren also dauernd in Ruhe. Der Vorsprung in der Ent- 
wicklung, den die Réntgenexemplare gegeniiber den ungeréntgten Kontrollen 
aufweisen, betragt demnach zumindest 3 Wochen. 

Bei den mit der hohen Dosis von 150 H geréntgten Knospen stellte sich unge- 
fihr 20 Tage nach erfolgter Bestrahlung, nachdem also das Treiben schon in vollem 
Gange war, eine Schidigung der jungen Triebe zuniichst im basalen zentralen 
Teile ein; auBerlich ist zuerst nichts davon zu sehen, die jungen Triebe erscheinen 
gesund und im frischen Griin. Bricht man aber eine austreibende Knosp2 vom 
Stamme ab, so wird an der Bruchstelle im zentralen Teil der Knospe ein miB- 
farbiger nekrotischer Herd sichtbar. An Lingsschnitten durch die austreibende 
Knospe laBt sich die topographische Lage der zunichst am meisten geschadigten 
Zone erkennen. Sie liegt oberhalb der sogenannten Knospenspur, das ist der Grenze 
zwischen dem ,,vor‘‘- und dem diesjahrigen Triebe. Dort also, wo auBen die Knos- 
penschuppen ansitzen, befindet sich im Zentrum der Achse eine Gewebszone des 
Knospenmarkes, die ausgezeichnet ist durch besonderen Reichtum an Calcium- 
oxalatkristallen, das sog. ,,Oxalatnest’* (Fischer, 1891, 8S. 121")]. Die Zellen dieses 
Oxalatnestes sind es, die zuerst einen abgestorbenen, kollabierten und auffallend 
unregelmaBig kontrahierten Protoplasmaschlauch aufweisen’). 

1) Wenn auch bei Syringa das Oxalatnest weniger scharf abgegrenzt ist 
gegeniiber den iibrigen Zonen des Knospenmarkes als bei anderen Holzgewachsen, 
so ist doch entgegen Larkum (1914) eine calciumoxalatreiche Zone deutlich zu 
unterscheiden. 

2) Die Kontraktion des Protoplasten erinnert an altere Angaben von Seckt 
(1902), der bei geréntgten Pflanzenzellen einen Vorgang beobachtete, den er irre- 
fiihrenderweise als ,,Plasmolyse“’ bezeichnet. 
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(Der Einwand, diese Nekrose kénne etwa auf irgendwelche zufallige Schadigun- 
gen, wie Pilzinfektion, zuriickgehen, ist nicht stichhaltig. Denn erstens liegt der 
Nekroseherd zentral anfangs ringsherum von gesundem Gewebe umgeben, zweitens 
weisen die unmittelbar daneben im gleichen Kulturraume aufgestellten Kontroll- 
exemplare keinerlei schadhafte Stellen auf und ebenso auch nicht die Knospen 
anderer Zweige, die zwar im gleichen Stadium des Austreibens sich befanden wie 
die Réntgenzweige, bei denen aber das Friihtreiben auf andere Weise, z. B. durch 
Warmbad erzielt wurde.) Die Intensitat der Braunfarbung und die Ausdehnung 
der nekrotisierten Zone nimmt immer mehr zu, es tritt hier Maceration und schlieb- 
lich giinzlicher Zerfall des Gewebes ein, und der auBerlich noch gesund aussehende, 
junge, sich entfaltende Trieb, fillt auf die leiseste Beriihrung hin vom Stamme. 
Wird ein solches Abfallen vermieden, so wird schlieBlich ungefahr 4 Wochen nach 
der Bestrahlung auch auBerlich durch braune Verfirbung der Knospenbasis die 
Schadigung sichtbar. (Ob das weitere Umsichgreifen der Nekrose, die zum SchluB 
auch die Basis der Knospenschuppen erfaBt, ebenfalls unmittelbar auf Réntgen- 
beschadigung zuriickgeht, oder ob es eintritt als Folge des Absterbens der zen- 
tralen Zone, bleibt unentschieden. ) 

Die hier geschilderte Nekrose bezieht sich auf die mit 150 H_ bestrahlten 
Knospen, die mit 69 H geréntgten Knospen weisen sie zunachst nicht auf, spiter 
aber in nur geringem Grade und langsamer fortschreitender Intensitat; so kommt 
es auch, daB diese letzteren schwicher bestrahlten Knospen die ihnen in der Ent- 
wicklung zunichst vorausgeeilten, stirker bestrahlten Knospen ein- und iiber- 
holen. Bei den austreibenden Knospen der II. Versuchsreihe (60 H) wurde bis 
zum Abbruch des Versuches eine derartige Nekrose der Knospenbasis iiberhaupt 
nicht wahrgenommen und war auch histologisch nicht feststellbar. 

IV. Bestrahlung am 24. XT. 1921. 

Dosis: 1. 26 H, 2. 40 H, 3. Kontrolle nicht bestrahlt. 

Ergebnis: Bei 1 Beginn des Treibens am 2. XII., bei 2 am 30. XI, bei 3 am 
8. XII. Der Vorsprung, den die geréntgten Knospen gegeniiber den Kontroll- 
exemplaren aufweisen, ist nunmehr nur noch gering, da sich die freiwillige Ruhe 
ihrem Ende nihert und daher auch die Kontrollen mit der Zeit zu treiben beginnen. 


Diskussion. 

Das experimentelle Ergebnis besagt zunachst folgendes: Durch 
Réntgenbestrahlung laBt sich die Ruheperiode von Fliederknospen 
betrichtlich abkiirzen. Die dazu erforderliche Réntgenstrahlendosis 
ist eine hohe ; sie schwankt aber zwischen weiten Grenzen. Die schwich- 
ste Dosis von nur geringfiigig friihtreibendem Effekt wurde bisher 
mit 26 H festgestellt; eine so niedere Dosis ist nur am Ende der Nach- 
ruhe wirksam, zur Zeit der Mittelruhe aber (Versuchsreihe I), wenn 
die Ruhe noch tiefer ist, nicht. Die stirkste mit positivem Erfolge 
verwendete Dosis betrigt 150H; sie ist in hohem MaBe wirksam 
zu Ende der Mittelruhe (Versuchsreihe III), doch ist in dieser Phase 
der Ruheperiode auch durch schwiichere Dosen (69H) ein mindest 
ebenso guter Friihtreibeffekt zu erzielen; letzteres geht auch daraus 
hervor, daB an den mit 150H_ bestrahlten Zweigen meist noch das 
dritte Knospenpaar, das von den Endknospen ca. 12cm entfernt ist, 
und auf das demnach entsprechend schwichere Dosen entfallen, noch 
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intensiv friihtreibt. Die noch tiefer am Stamm inserierten Knospen, 
die bei obiger Versuchsanordnung daher von noch wesentlich geringeren 
Dosen getroffen werden, weisen kein Frithtreiben auf. 

Das Austreiben der Knospen beruht auf einem Wachstumsvorgang, 
und zwar auf sog. meristischem Streckungswachstum; das Auslésen 
der Knospenentfaltung durch Réntgenstrahlen ist demnach ein wachs- 
tumsférdernder Effekt!). Man wird also das Friihtreiben als Beispiel 
fiir die viel umstrittene ,,.Reizwirkung™ der Réntgenstrahlen auf- 
zufassen haben. Eine solche Reizwirkung ist u. a. von Schwarz (1913) 
auch an pflanzlichem Material konstatiert worden, doch konnte eine 
so auffallend giinstige Wirkung auf das Wachstum (der Bohne, Vicia 
faba) durch geringe R6éntgenstrahlendosen, wie Schwarz sie beobach- 
tete, spater weder von Koernicke (1915) noch von Pfeiffer und 
Simmermacher (1915) wieder erzielt werden. Man nimmt an, daB 
nur geringe Strahlenmengen, die ,,Reizdosis’’, eine stimulierende Wir- 
kung auszuiiben vermégen. Man wird daher erstaunt sein, dab so 
hohe Dosen, wie die hier applizierten (150 H), die etwa das 80fache 
darstellen einer Dosis, die empfindliche tierische Zellen abtétet, noch 
einen ,,Reiz’* zu setzen vermégen. Die Héhe dieser Reizdosis, die zu- 
nichst befremden mu, wird zum Teil verstandlich durch folgende 
Uberlegungen. 

Erstens ist zu bedenken, dafB pflanzliche Zellen im Vergleich zu 
tierischen im allgemeinen gegen Réntgenstrahlen viel unempfindlicher 
sind — als relativ empfindlich hat sich bisher eigentlich nur Vicia faba 
erwiesen (Koernicke 1904, 1915) —. Zweitens gilt ganz allgemein 
der Satz, das ruhende Pflanzenteile gegeniiber schidlichen Einfliissen 
viel resistenter sind als im Zustande des aktuellen Lebens befindliche ; 
dies gilt insbesondere nach den Erfahrungen von Molisch (1912, 8. 137) 
auch fiir die Sensibilitat gegeniiber Radiumbestrahlung. Wahrend 
Radiumstrahlen bestimmter Intensitit auf ruhende Fliederknospen 
wachstumsférdernd einwirken, wird durch gleiche Dosen, wenn die 
Ruhe einmal erloschen ist, das Wachstum der Knospen mehr oder 
weniger gehemmt. Drittens mu schlieBlich beachtet werden, dal 
unsere hohe Dosis, obwohl sie ihrer sich zuerst auBernden Wirkung 
nach als stimulierend bezeichnet werden muB, spaterhin sich als schii- 
digend erweist, ja die Nekrose der betroffenen Gewebe zur Folge hat. 
Wir haben es hier mit dem merkwiirdigen Fall zu tun, da fiir die 
Gesamtknospe als individuelle Einheit betrachtet eine und dieselbe 
Dosis sowohl (zunichst) als Reizdosis als auch (spiter) als Dosis letalis 
fungiert. 

1) Dies trifft auch dann zu, wenn man mit Johannsen (1906) beim Friih- 
treiben iiberhaupt das Wesentliche in der Beseitigung einer Wachstumshem- 
mung sieht. 
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Es ist charakteristisch fiir die als Folge von Réntgenbestrahlung 
auftretenden Schidigungen tierischer Gewebe, daB sie sich erst nach 
Ablauf einer bestimmten Zeit manifestieren. Diese ,,Latenzzeit* 
betragt in der Regel etwa 3 Wochen. Fir pflanzliche Organismen 
ist eine derartig typisch ausgebildete Latenzzeit von relativ langer 
Dauer bisher kaum zur Beobachtung gelangt. In unserem Falle sehen 
wir nun aber nach einer ca. 3wéchentlichen Latenzzeit an der Knospen- 
basis nekrotische Herde sich ausbilden. Es ist dies also ein typischer 
, Spiteffekt’. Der Fiiihtreiberfolg dagegen beginnt sich bei giinstigen 
Treibhaustemperaturen zu offenbaren ungefahr eine Woche nach 
applizierter Bestrahlung, also zu Beginn obiger Latenzzeit. Wir kénnen 
nun sagen entweder: Der Fiiihtreibeffekt habe eine andere, eine kiirzere 
Latenzzeit als die Zellschidigung, oder aber: Wihrend der Latenzzeit 
fiir die Zellnekrose kommt der Frihtreibeffekt zum Ausdruck. Uber 
die intracelluliren Vorgiinge wiahrend der Latenzzeit ist bisher fast 
nichts bekannt. Auf Grund unserer Beobachtungen kénnte man nun 
vermuten, daB die der Zeit nach ersten Stadien der in den Zellen nach 
der Bestrahlung ablaufenden Prozesse einen das Zellwachstum stimu- 
lierenden Charakter besitzen und so wachstumsférdernde Reizwirkung 
ausiiben. Erst in ihrem spiteren Verlaufe nehmen dann diese Prozesse 
eine das Leben bedrohende Wendung. Ist aber, wie in der Versuchs- 
serie II, die Strahlendosis relativ gering oder die Unempfindlichkeit 
relativ hoch, dann gedeihen die durch die Bestrahlung ausgelésten 
Prozesse nur bis zu den ersten stimulierenden Stadien, es resultiert 
nur der Treiberfolg, die nachtrigliche Schidigung unterbleibt, wir 
haben es dann allein mit einer. typischen Reizwirkung zu tun. Die 
Wirkung der ,,Reizdosis‘‘ wiirde nach dieser Auffassung beruhen auf 
Vorgingen, die identisch sind mit dem ersten Teil von Prozessen, die 
auch bei nekrotisierender Dosis ausgelést werden. Zu dieser Ansicht 
fiihit die ermittelte Tatsache, da®B selbst nach Einwirkung einer Dosis 
letalis wahrend der Latenzzeit derselben eine Reizwirkung stimulierender 
Art zur Manifestation gelangt. 

Ahnliche Fille, wobei zuerst ein Reiz, dann erst eine Hemmungswirkung 
sich einstellt, sind schon beobachtet worden. So berichtet Gudzent (1919, S. 69) 
iiber Schidigungen an Stecklingen von Tradescantia guianensis durch iibermabig 
lange Radiumbestrahlung; obwohl sich zuniachst gegeniiber den Kontrollpflanzen 
bei den Emanationspflanzen ein iippigeres Wachstum einstellte, wurden diese 
spiter doch von den anfangs langsamer wachsenden Kontrollen iiberholt und 
starben schlieBlich ab. Nach der Ansicht von London (1911, S. 94) durchlaufen 
die Verinderungen tierischer Organe nach Radiumbestrahlung immer die gleiche 
Reihe von Stadien: Entziindung, verstirktes Gewebswachstum und dann erst 
Gewebsnekrose. In diesen Fillen von Gudzent bzw. London ist der Ubergang 
von der Reizwirkung zum letalen Effekt aber vielleicht dadurch bedingt, daB mit 
der Zeit eine Steigerung auch der Dosis erfolgte, wahrend in unserem Falle es sich 
um die verschiedenartige Wirkung ein und derselben Dosis handelt. Von Interesse 
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ist fernerhin die Angabe von Koernicke (1904, S. 155): ,,Die Réntgenstrahlen 
wirken hemmend auf das Wachstum (von Keimlingen) ein. Nach der Bestrahlung 
ist zundchst nichts von einer derartigen Hemmung zu bemerken, ja, es scheint 
sogar eine Wachstumsbeschleunigung zu folgen, ahnlich derjenigen, die nach 
leichten Verletzungen und sonstigen Schidigungen bei Pflanzen eintritt.... 
Vielleicht kénnen die Réntgenstrahlen bei gewisser Intensitat auch keimungs- 
anregend wirken.** Unter dem ,,zuniachst** ist hier aber nur eine kurze Frist von 
weniger als 2 Tagen gemeint. 

Auch der wachstumsférdernde Effekt unserer stiirksten Réntgen- 
dosis beginnt erst nach ca. 5 Tagen zum Ausdruck zu kommen. Es 
ist méglich, daB schon vorher unmittelbar nach der Bestrahlung an 
besonders radiosensiblen Gewebspartien der Knospen Schiidigungen 
bis zu einem gewissen Grade auftreten. Nun habe ich in einer gleich 
zeitig erscheinenden Publikation (1922 a) auf Grund anderer Friihtreib- 
versuche darauf hingewiesen, daB méglicherweise jeder ,,Reiz* friih- 
treibend wirkt, der stark genug ist, um die Bildung von Wundhormonen 
resp. Nekrohormonen im Sinne Haberlandts (1921) zu veranlassen. 
[Beim Frihtreiben wiirden die hypothetischen Wundhormone nicht 
allein als .,.Erreger von Zellteilungen® wirken, sondern auch das Strek- 
kungswachstum anregen; es handelt sich beim Austreiben der Knospen 
nimlich um sog. meristische Streckung (vgl. Berthold 1898, IT, S. 145), 
wobei noch Teilungen der Zellen erfolgen.] Es wire demnach anzu- 
nehmen, da®B auch die friihtreibende Wirkung der Réntgenstrahlen 
darin ihre Erklirung findet, daB in besonders empfindlichen Geweben 
friihzeitig (vielleicht als unmittelbare Folge des Fritheffekts) sich Wund- 
hormone ausbilden, die dann die Gesamtknospe zum Austreiben bringen. 
Ist aber die Strahlendosis zu stark, so greift als Spiiteffekt die Nekrose 
weiter um sich und fiithrt zum Absterben der ganzen bereits in kriaftiges 
Wachstum iibergegangenen Knospen. 

In diesem Zusammenhange scheinen Untersuchungen von Nakahara und 
Murphy (1920) an Mausen von Interesse. Die Autoren betonen einen Zusammen- 
hang zwischen dem AusmaBe der Zellzerstérung und dem Grade der Zellstimu- 
lation. Es scheint, daB ein bestimmtes AusmaB von Zerstérung zu starker Proli- 
feration anregt, wahrend diese gar nicht oder nur in ganz geringem Mabe erfolgt, 
wenn die Destruktion zu stark oder zu gering ist. Auch im tierischen Organismus 
werden wohl Wundhormone als Erreger von Zellteilungen fungieren. Bei Organ- 
bestrahlungen an Tieren ist meist zu beobachten, da&8 —- wahrend andere Elemente 
schwer geschadigt sind und absterben — die Bindegewebszellen sich reichlich 
teilen und proliferieren. Wiirde man annehmen, daB die Bindegewebszellen sich 
durch Nekrohormone besonders leicht zur Teilung anregen lassen — sind sie doch 
ganz allgemein dazu berufen, Defekte des Organismus auszufiillen —, so hatte 
man es bei der Proliferation des Bindegewebes nach Bestrahlung vielleicht nur 
mit einer indirekten Strahlenwirkung zu tun. 

Doch auch in ganz anderer Richtung kann eine Erklarung fiir die sowohl stimu- 
lierende als auch nekrotisierende Wirkung auf die Knospe gesucht werden. So wie 
bei Anwendung der ,,Carcinomdosis’’ im tierischen Organismus nur die Carcinom- 
zelle nekrotisiert wird, das weniger empfindliche Bindegewebe aber nur gereizt, 
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so kénnte auch in unserem Falle bei der Friihtreibdosis das besonders empfindliche 
Oxalatnest nekrotisiert, die iibrigen Knospengewebe aber ,,gereizt“’ werden. Nur 
mu hier, nachdem das Funktionieren des Knospenmarkes (Oxalatnestes) fiir das 
Leben der Gesamtknospe erforderlich ist, die Nekrose des ersteren auch den Tod 
des letzteren nach sich ziehen. 

Es ist eine der vornehmsten Aufgaben der Réntgenbiologie, ,,die 
Bedingungen zu priifen, unter denen die Réntgenschadigung zustande 
kommt (Petry 1921). Wie Petry betont, geht aus der relativen 
Réntgenunempfindlichkeit ruhender Samen hervor, daB der jeweilige 
physiologische Zustand der Gewebe fiir die Radiosensibilitat verant- 
wortlich ist. 

Analoge Verhiltnisse gelten fiir die ruhende Knospe; dies erhellt 
zum Teil schon aus den beschriebenen Versuchen, laBt sich vor allem 
aber auch aus den obenerwahnten Radiumversuchen von Molisch 
entnehmen. Je tiefer die Ruhe ist, um so unempfindlicher gegen Be- 
strahlung ist die Knospe. Doch sind zwischen dem Ruhezustand eines 
lufttrockenen Samens und dem einer Knospe wesentliche Unterschiede ; 
man bezeichnet den ersteren als unfreiwillig, den letzteren als freiwillig. 
Wenn in beiden Fallen die Radiosensibilitaét herabgesetzt erscheint, 
so geht daraus hervor, daB die weitgehende Verminderung des Wasser- 
gehaltes im lufttrockenen Samen kaum das allein maBgebende Moment 
dabei abgeben diirfte; die ruhende Knospe hat nimlich keineswegs 
einen so wesentlich herabgeminderten Wassergehalt wie ein lufttrockener 
Same, ihre Zellen befinden sich in voll turgescentem Zustande. 

Im Verlauf der Ruheperiode der Knospe geht jedenfalls eine wesent- 
liche Verinderung der Radiosensibilitat an derselben vor sich. In der 
Vor- und Mittelruhe ist mit einer stark herabgesetzten, wenn nicht 
fehlenden Radiosensibilitaét zu rechnen, wahrend der Nachruhe nimmt 
dieselbe so weit zu, daB nunmehr ein Fiiihtreiben durch Bestrahlung 
mit einer vorher unwirksamen Dosis méglich wird, am Ende der Nach- 
ruhe aber, wenn die freiwillige Ruhe erlischt, ist bei der gleichen Strahlen- 
dosis nur mehr der schiadigende Effekt infolge wesentlicher Erhéhung 
der Radiosensibilitéat zu konstatieren. WiBten wir, was wahrend dieser 
Phasen der Ruheperiode in der Knospe vor sich geht, so ware auch 
viel fiir das Verstiindnis der Strahlenempfindlichkeit gewonnen. Leider 
sind wir iiber diese Vorginge noch ungeniigend unterrichtet. Einige 
Gesichtspunkte, die sich aus den vorliegenden Literaturangaben ent- 
nehmen lassen, mégen hier kurz angedeutet werden; zugleich werden 
dabei Anhaltspunkte gewonnen fiir eine Vorstellung, auf welche Weise 
das Friihtreiben durch die Réntgenstrahlen bewirkt wird. 


Es kénnten in der Knospe ablaufende Wachstumsvorginge ein wichtiges 
Moment abgeben. Tatsiachlich finden innerhalb der Knospe wahrend der Herbst- 
und Winterperiode Wachstumsvorgange statt (Askenasy 1877, Kiister 1898). 
Diese sind jedoch sehr geringfiigig und diirften besonders bei kalter Witterung 
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wie im diesjahrigen Herbst kaum ausschlaggebend sein. AuBerdem liegt gerade 
fiir Syringa, unserer Versuchsplanze, die Angabe vor, dal die Knospenachse in 
der Zeit vom 3. X. bis 20. XII. nicht an Lange zugenommen habe (Larkum 1914). 
Im iibrigen hat Petry (1921) gezeigt, daB auch bei vollkommener Lahmlegung 
des Wachstums die Radiosensibilitat (von Keimlingen) erhalten erbleibt. 


Morphologisch-histologisch ist das Ruhestadium der Knospen nicht besonders 
charakterisiert, abgesehen vom Verhalten der Inhaltsstoffe der Knospenteile 
[Berthold 1904')]. Auf diese bisher allein faSbaren Wandlungen der Zellinhalts- 
stoffe, vor allem der Reservestoffe, ist naturgemaB groBes Gewicht gelegt worden 
(Fischer 1891 und viele spatere Arbeiten anderer Autoren). Es hat sich im all- 
gemeinen ergeben, dab im Oktober, zur Zeit der tiefsten Ruhe, die Knospe mit 
Starke iiberschwemmt erscheint: herbstliches Starkemaximum; zu gleicher Zeit 
geht der Gehalt an reduzierendem Zucker auf ein Minimum herunter, und dasselbe 
darf auch fiir den Wassergehalt angenommen werden*). Vom November an tritt 
dann eine Wiederauflésung der Starke und Neubildung von reduzierendem Zucker 
evtl. auch Fettbildung ein, gleichzeitig nimmt auch der Wassergehalt wieder zu. 
Parallel verlaufend mit diesen Anderungen geht das allmahliche Ausklingen der 
Ruhe vor sich. Diesen durch Enzyme bewirkten Wandlungen der Reservestoffe 
wurde von zahlreichen Autoren groBe Bedeutung fiir das Zustandekommen und 
Erléschen der Ruhe beigemessen (Klebs 1917, Lakon 1915, Miiller- Thurgau 
1912). nsbesondere Howard (1915) hat folgende Ansicht vertreten: Die Ruhe 
tritt ein infolge Inaktivierung der Enzyme durch Anhaufung der Reservestoffe. 
Nur ganz langsam, durch allmahlichen Verbrauch der letztern erlangen die Enzyme 
ihre Aktivitat wieder. Durch die verschiedenen Friihtreibemittel laBt sich aber 
diese Aktivierung friihzeitig hervorrufen. Tatsichlich konnte bei Beginn des 
Treibens eine Zunahme der Wirksamkeit diastatischer, proteolytischer, fett- 
spaltender und oxydierender Enzyme nachgewiesen werden. Da man auch der 
26ntgen- bzw. Radiumstrahlenwirkung eine Aktivierung von Fermenten zu- 
schreibt, so ware es méglich, daB das Friihtreiben durch Réntgenstrahlen auf diese 
Weise zustande kommt. Allerdings ist einerseits der Einflu8 der Réntgenstrahlen 
auf fermentative Prozesse noch kontrovers und andererseits die Zunahme der 
Enzymtatigkiet beim <Austreiben vielleicht keine primaire, auslésende, sondern 
eine nur sekundare Erscheinung (Weber 1918). Von anderer Seite wurde die Ver- 
mutung geauBert, eine Anderung in der Permeabilitat der Plasmahaut sei mab- 
gebend fiir die Wirkung der Friihtreibemittel (Weber 1916, Rosenthaler 1920) 
oder aber eine direkte bzw. indirekte Steigerung der Atmung (Miiller- Thurgau 
1912, Weber 1916). In letzterer Hinsicht sind die Angaben von Stoc klasa (1913) 
von Interesse, iiber Erhéhung der Atmungsintensitat durch Radiumbestrahlung 
sowie die von Engelmann (1920) iiber Steigerung des Oxydationsvermégens 
durch Becquerelstrahlen. Auch an eine lichtkatalytische Wirkung im Sinne 
Neubergs (1912) ware zu denken®); fiir lichtempfindliche ruhende Samen haben 
insbesondere Lehmann und Ottenwalder (1913) die Aufhebung der Ruhe- 
periode durch das Licht als eine katalytische Lichtreaktion aufgefaBt und die Ver- 

1) Vergl. die neuesten Arbeiten von Luytenu. Versluys (1921, Mitt. d. 
Landbauhochschule Wageningen) sowie von Mitra iiber Anderungen des Aci- 
ditatsgrades waihrend der Ruheperiode (Botan. Gaz. 72, 263. 1921). 

2) DaB dieses Wassergehaltsminimum nur ein relatives ist, wurde bereits 
betont. 

8) Da bei verschiedenen ,Licht‘‘reaktionen intermediar Wasserstoffsuperoxyd 
auftritt, so sei erwaihnt, daB auch durch H,O, friihgetrieben werden kann (Weber 
1916). 
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mutung geiuBert, daB dies auch fiir andere Fille, wo es sich um ein Erwecken 
von Organismen aus ihrer Ruheperiode handelt, zutreffen kénnte. Seitdem sind 
die grundlegenden Untersuchungen von Klebs (1915) iiber das Treiben der Buche 
durch Licht bekannt geworden; es ware daher von Interesse, ob sich auch die Buche, 
deren iiberaus tiefe und lange Ruheperiode bisher hauptsichlich durch Licht- 
bestrahlung wesentlich beeinfluBt werden konnte, durch R6éntgenbestrahlung 
friihtreiben laBt. Orientierende eigene Versuche haben bisher zu keinem positiven 
Ergebnis gefiihrt. 

Es kann zu falschen Vorstellungen AnlaB geben, wenn die friih- 
treibende Wirkung von Radiumstrahlen auf die ruhende Knospe als 
eine Wirkung auf die ,,erwachsene Pflanze“ bezeichnet wird (Cze pa, 
1921), kann cech nach Stephan (1920) eine Wachstumsreizwirkung 
nur da angenommen werden, wo der Réntgenstrahl wachstumsfahige, 
nicht erwachsene Zellen trifft. Die héhere Pflanze ist durch die spezi- 
fische Eigentiimlichkeit ausgezeichnet, daB an ihr auch im duBerlich 
erwachsenen Zustande dauernd Reste embryonaler Substanz, embryonale 
Herde an verschiedenen Stellen vorhanden sind. Es sind dies insbeson- 
dere die sog. Vegetationspunkte; solche befinden sich auch in den 
ruhenden Knospen eingeschlossen. Nach dem Bergonieschen Gesetz, 
welches die ungleiche Radiosensibilitaét der verschiedenen Gewebe 
erklaren will, miiBten gerade diese Teilungsgewebe (Meristeme) beson- 
ders strahlenempfindlich sein. Abgesehen von diesen embryonalen 
Zellen an der Vegetationsspitze selbst, enthalten die Knospen in den 
jungen Blatt- und Bliitenanlagen sowie in den basalwirts gelegenen 
Zonen der Knospenachse Zellen, die zwar nicht mehr als embryonal 
zu bezeichnen sind, deren Differenzierung aber doch eine relativ geringe 
ist, und die zu meristischem Wachstum befahigt und berufen erscheinen. 

Die héchste Radiosensibilitaét ware jedenfalls fiir die embryonalen 
vollig undifferenzierten Zellen des Vegetationskegels zu erwarten, 
Gerade die Zone aber, in der zuerst die Nekrose auftritt, ist von der 
embryonalen Achsenspitze am weitesten entfernt und relativ stark 
differenziert. Die embryonale Spitze dagegen mit den besonders plasma- 
reichen Zellen und groBen Kernen weist keinerlei nekrotische Be- 
schiidigung auf!), auch dann nicht, wenn der Basalteil der Knospe 
schon in nekrotischen Zerfall iibergeht?). Da man bisher der Meinung 
war, daB Plasmareichtum zur Radiosensibilitaét pridestiniere (Koer- 
1) Ob aber nicht doch irgendwelche Veraénderungen cytologischer Art in ihr 
vor sich gehen, analog den von Koernicke (1905) fiir die Vegetationsspitzen 
beschriebenen, wird erst dic Untersuchung erweisen. 

*) Es ist beachtenswert, daB das gesunde Gewebe sich gegen den nekrotischen 
Herd nicht durch die Bildung eines Wundkorkes abschlieBt, wie dies sonst im 
pflanzlichen Organismus in der Regel geschieht (vgl. Kiister 1916): es hat schon 
K oernicke (1904. S. 162) beobachtet, daB die in analoger Weise wie die Wund- 
korkbildung auf Zellneubildung beruhende Callusproduktion nach Radiumbestrah- 
lung unterbleibt oder gehemmt wird. 
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nicke 1915, S. 429), so ist dieser Befund héchst beachtenswert, wenn 
auch betont werden muB, daB die embryonale Achsenspitze an der 
auf Streckungswachstum der iibrigen Teile beruhenden Entfaltung der 
Knospe zuniichst nicht aktiv beteiligt ist. Nach Bohn (1903) offenbart 
sich die Strahlenschidigung erst, wenn die Aktivitaét der betroffenen 
Gewebe wiichst. 

Warum die Knospenbasis vor allem das Oxalatnest so besonders 
radiosensibel ist, bleibt noch dunkel. In dieser Zone geht jedenfalls 
in der Zeit des Uberganges von der Mittel- zur Nachruhe lebhafter 
Stoffwechsel vor sich. 


Der Starkegehalt, der auch hier im Herbst sein Maximum erreicht, hat nach 
Larkum (1914, S. 42) in der Zeit vom 4. XI. bis 6. XII. um etwa die Hilfte ab- 
genommen. Die Abnahme des Starkegehaltes macht dann im Verlaufe des Dezem- 
ber Fortschritte und erreicht Mitte Januar das Minimum des Winters. Was mit 
der Stiirke geschieht (bei Syringa), hat Larkum nicht untersucht; ich habe die 
antreibenden Knospen mittels des. Fettfarbstoffes Sudan III auf den Olgehalt 
mikroskopisch gepriift und war erstaunt iiber den reichen Fettgehalt, insbesondere 
des Knospenmarkes. Maximalen Olgehalt wiesen die der Nekrobiose verfallenen 
Zellen des Oxalatnestes auf, sie zeigen sich mit Sudan intensiv rot gefirbt. Wir 
kénnen demnach vorliufig die besonders strahlenempfindlichen Zellen des basalen 
Knospenmarkes in folgender Wiese charakterisieren: 1. Auffallender Reichtum 
an Calciumoxalatkrystallen. 2. Lebhafte Stoffwechselvorginge, die sich im Schwin- 
den der Starke kundtun. 3. Auffallender Reichtum an fettem Ol. Ob sich daraus 
Anhaltspunkte fiir die Erklarung der hohen Radiosensibilitaét ergeben, laBt sich 
nicht entscheiden. Es sei nur erwaihnt, daB8 das Calciumoxalat hier in erster Linie 
Exkretstoff zu sein scheint (vgl. Rippel, 1921). In welcher Weise das gehaufte 
Auftreten desselben gerade in dieser Zone kausal und final zu verstehen ist, bleibt 
ungeklart. 

Wenn — wie Hertwig (1920) meint — die Entstehung des (nekrotischen) 
Spiteffekts auf der nachtraglichen funktionellen Beanspruchung der bestrahlten 
Zelle beruht, so ware das Verhalten des Oxalatnestes nicht waihrend der Ruhe- 
periode, sondern wihrend des Austreibens von besonderer Bedeutung. 

Inwieweit in dieser Zone beim Austreiben der Knospe normalerweise Zell- 
teilungen erfolgen, ist meines Wissens noch nicht geniigend klargelegt; ich plane 
daher eine diesbeziigliche histologisch-cytologische Untersuchung, im allyemeinen 
aber handelt es sich hier jedenfalls nicht um embryonales, vornehmlich auf Zell- 
teilungen beruhendes Wachstum, sondern um die ,,physiologisch-biologische“ 
Periode der Entwicklung, die, wie erwihnt, zunachst mit meristischem Streckungs- 
wachstum einsetzt, bei dem Zellteilungen eine mehr oder weniger untergeordnete 
Rolle spielen. Dagegen scheinen stoffliche Wandlungen in dieser Zone auBerst 
lebhaft auch beim Austreiben zu verlaufen. Normalerweise im Miirz, beim Friih- 
treiben aber wohl entsprechend friiher, geht hier zunichst das winterliche Stiarke- 
minimum in ein neues Stairkemaximum iiber. Beim Austreiben wird dann der 
Reservestoffvorrat angegriffen, der Starkegehalt nimmt wieder ab, ebenso auch 
der Gerbstoffgehalt, der den Winter iiber im Maximum war. Gewil sind diese 
Wandlungen des Reservestoffgehaltes nicht die einzigen, sondern eben nur bisher 
allein studiert (Larkum 1914), aber jedenfalls ist man berechtigt, anzunehmen, 
daB in dieser Zone wahrend des Austreibens, also nach erfolgter Bestrahlung, eine 
rege Stoffwechseltatigkeit sich abspielt. Allerdings miissen wohl auch in den 
anderen weniger radiosensiblen Knospenpartien ahnliche Vorginge ablaufen, aber 
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vielleicht in geringerem AusmaBe; auBerdem kommt dazu, daB der basale Teil der 
Knospenachse jedenfalls an der Zuleitung und Weiterleitung der aus den Stamm- 
teilen zustrémenden Stoffgemische lebhaft beteiligt sein wird'). (Da dieser 
basalen Zone schon in der Bildungsperiode der Knospe ein besonders reger, viel- 
leicht spezifisch modifizierter Stoffwechsel zukommt, dafiir spricht ja vor allem 
auch ihre Ausbildung als ,,Oxalatnest*‘.) 

Die besoncere Radiosensibilitat der Zone des Oxalatnestes, die im 
nekrotischen Spateffekt zum Ausdruck kommt, wird also vielleicht 
in einer qualitativ und quantitativ besonderen funktionellen Inanspruch- 
nahme derselben begriindet sein. 


Zusammenfassung. 


1. Durch Réntgenbestrahlung 1laBt sich die Ruheperiode der Winter- 
knospen des Flieders (Syringa vulgaris) in der Phase der Mittel- und 
Nachruhe betrichtlich abkiirzen. Damit ist eine Reizwirkung der 
Roéntgenstrahlen festgestellt. 

2. Die zum Frihtreiben erforderliche Strahlendosis ist eine hohe ; 
die starkste Dosis, mit der bisher ein positiver Frihtreiberfolg erzielt 
wurde, betragt 150 H, die schwichste dagegen 26H; letztere Dosis 
wirkt jedoch friihtreibend nur zur Zeit der Nachruhe, friiher, wenn 
die Ruhe noch tiefer ist, aber nicht. 

3. Bei Anwendung hoher Dosen (150 H, 69H) tritt zuniachst im 
zentralen Teile der Knospenbasis nach einer Latenzzeit von ca. 3 Wochen 
als Spiateffekt Nekrose ein; diese greift dann rasch weiter um sich und 
bewirkt schlieBlich das Abfallen der in voller Entwicklung begriffenen 
Knospe. 

4. Ein und dieselbe Strahlendosis iibt also zuerst auf die Gesamt- 
knospe einen Wachstumsreiz aus, dokumentiert sich aber nach Ablauf 
einer typischen Latenzzeit, wonach es zur Nekrose einer bestimmten 
Gewebezone kommt, als Dosis letalis. 

5. Die basale Zone des Knospenmarkes, das sog. Oxalatnest, in dem 
zuerst die Nekrose eintritt, erscheint demnach als besonders radio- 
sensibel. Dagegen ist die aus embryonalen Zellen bestehende, aber 
zunichst nicht aktive Vegetationsspitze der Knospe weniger strahlen- 
empfindlich. Die erhéhte Radiosensibilitait des Oxalatnestes ist mdg- 
licherweise in seiner besonderen Stoffwechselaktivitaét begriindet. 

6. Uber die Art und Weise, wie die Aufhebung der Ruheperiode 
durch die Réntgenstrahlen zustande kommt, lassen sich nur Ver- 
mutungen auBern. Vor allem sind in Betracht zu ziehen — entsprechend 
den Hypothesen tiber das Wesen der Ruheperiode und des Friihtreibens 


1) An geréntgten Wurzeln hat Koernicke (1905, 8. 407) das Absterben der 
Epidermiszellen beschrieben, diese scheinen also besonders radiosensibel zu sein. 
Auch die Wurzeloberhautzellen sind durch Aufnahme und Abgabe der Nahrlésung 
funktionell besonders in Anspruch genommen. 
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iiberhaupt folgende Méglichkeiten: a) Aktivierung bzw. Stimulierung 
von Enzymen, b) Anderung der Permeabilitit der Plasmahaut, ¢) Stei- 
gerung der Atmungsintensitét, d) Bildung von Wundhormonen, welche 
das meristische Streckungswachstum (das Treiben) auslésen. 
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Der Einflu8 der Ladung auf die Viseositit des Blutes. 


Von 
Klothilde Meier. 


(Aus der Medizinischen Poliklinik der Universitat Halle a. S.) 
(kingegangen am 5. Januar 1922. 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Es mag zunichst den Anschein haben, daf der Versuch die Anderung 
der Viscositit des Gesamtblutes bei Variierung der Wasserstoffzahl zu 
bestimmen wenig aussichtsreich sei, da es bekannt ist, daB die innere 
Reibung von Kolloiden von sehr vielen Faktoren abhiingig ist. Von 
Hardy’), Laqueur und Sackur?), Pauli und Handovsky’), 
wurden deshalb zu Viscosititsversuchen an Sauren- und Laugenproteinen 
nur Eiwei®kérper verwendet, die durch Dialysieren von Elektrolyten 
vollig gereinigt worden waren, nimlich Casein, Globulin und Serum- 
albumin. Sie konnten zeigen, daB schon geringe Konzentrations- 
ainderungen der im Dispersionsmittel enthaltenen Ionen die innere 
Reibung veriindern kénnen. Obwohl das Blut neben verschiedenen 
Kolloiden auch Elektrolyte in groBer Zahl enthilt, ist es doch méglich, 
zu brauchbaren Ergebnissen zu gelangen, wenn die Zusammensetzung 
vollig konstant erhalten wird und nur ein Faktor, nimlich die Wasser- 
stoffionenkonzentration, eine genau meBbare Verinderung erleidet. 

Verwendet wurde defibriniertes menschliches Venenblut. Durch 
Hinzutitrieren von Kohlensiure*) konnte die Wasserstoffzahl beliebig 
veriindert und dann aus der Menge der im Blute vorhandenen freien 
und gebundenen Kohlensiure und der Dissoziationskonstanten der 
Kohlensiure nach den Angaben von Hasselbalch berechnet werden. 
Zur Bestimmung der inneren Reibung wurde das von Ostwald an- 
gegebene Viscosimeter beniitzt. Als das wesentlichste Erfordernis 
erschien es, da das Blut die ihm vorher erteilte Wasserstoffionen- 


1) W. B. Hardy, Journ. of physiol. 33, 251. 1905. 

*) E. Laqueur und O. Sackur, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 3, 193. 
1903. 

8) W. Pauli und H. Handovsky, diese Zeitschr. 18, 340. 1909. 

‘) H. Straub und KI. Meier, diese Zeitschr. 89, 156. 1918. 
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konzentration wihrend der Viscositaétsmessung nicht  verinderte. 
Durch Unterschichtung des Blutes im Viscosimeter unter Toluol konnte 
eine Kohlensiiureabgabe verhindert werden. Um diese Unterschichtung 
méglich zu machen, wurde das U-férmig gebogene Stiick der Reibungs- 
rohre durch einen Druckschlauch ersetzt, dessen Lumen beim Abbiegen 
nicht komprimiert wurde. Vor der Fillung wurde das Viscosimeter 
gestreckt. Zuerst wurden einige Tropfen Blut hereingebracht, die nur 
dazu dienen sollten, die Capillare zu fiillen und eine Benetzung der 
Capillare mit Toluol zu verhindern. Nach Einfiillung des Toluols 
wurde mit der Pipette des zur Herstellung des Gasgemisches beniitzten 
Tonometers das Blut darunter geschichtet. Vorzeitiges AbflieBen 
desselben verhinderte ein méglichst luftdichter Verschlu®8 der unteren 
Viscosimeteréffnung. Der herabhingende Schenkel der Reibungsréhre 
wurde dann in die Hohe geklappt und das Blut vorsichtig bis zur Marke 
heraufgesaugt, nachdem auch auf dieser Seite Toluol eingefiillt worden 
war. Wahrend des ganzen Fiillungsvorganges kam das Blut nur mit 
einer sehr kleinen Oberfliche, die etwa dem Durchmesser der Capillare 
entsprach, mit der atmosphirischen Luft in Beriihrung. Die hier erfolgte 
Kohlensiiureabgabe diufte fiir den Ausfall der Bestimmung nicht von 
Bedeutung sein. Die Reibungsmessung geschah im Thermostaten 
bei 20°, desgleichen der Ausgleich des Blutes mit dem Kohlensiure- 
gemisch. Bestimmt wurde nur die DurchfluBzeit und auf den Reibungs- 
koeffizienten verzichtet, da lediglich relative Werte in Betracht kamen. 
Doppelbestimmungen konnten nur dann vorgenommen werden, wenn 
beim Wiederaufsaugen des Blutes eine Vermischung von Toluol und 
Blut und ebenso die Benetzung der Capillare mit Toluol verhindert 
werden konnte. Das wiederholte langsame Durchpressen durch die 
Capillare war dabei ohne EinfluB auf die innere Reibung, wie aus ohne 
Toluol vorgenommenen Versuchen mit himolysiertem Blute geschlossen 
werden konnte, die keine oder nur geringe Differenzen der Durchlaufs- 
zeiten ergaben. Trotz gréBter Vorsicht war es aber beim Gesamtblut 
und den in Kochsalzlésung suspendierten Blutkérperchen nicht méglich, 
gleiche Werte fiir die Doppelbestimmung zu erhalten. Es mag das mit 
der Sedimentierung der Kérperchen in Zusammenhang stehen, die bei 
der immerhin ziemlich langen Dauer einer Reibungsmessung wohl als 
Fehlerquelle in Betracht kommen konnte. Fiir die erste Bestimmung 
war sie sicher von geringerer Bedeutung, da das Blut vorher gut durch- 


geschiittelt worden war und die Fiillung des Viscosimeters sehr rasch 
etfolgte. Eine wiederholte Fiillung des Viscosimeters bei der gleichen 
Wasserstoffzahl verbot sich meist deshalb von selbst, weil im Tonometer 
nur eine beschriinkte Menge Blut zur Verfiigung stand, «lie tiber ein 
gewisses Maf nicht gesteigert werden konnte, ohne daB man mit einem 
ungeniigenden Austausch des Blutes mit dem Gasgemisch im Inneren 
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rechnen mubte. Eine Nachfillung des Tonometers wahrend des Ver- 
suches erwies sich ebenfalls als unzweckmabig. Da nach Gokun und 
Biltz!) durch die mechanische Vorbehandlung, in diesem Falle also 
durch das Schiitteln im Tonometer, eine Verminderung der Viscositit 
erzeugt wird, die durch die Zerstérung einer ,,Struktur* der Fliissigkeit 
erklart wird, so wurde auch darauf Riicksicht genommen. Es wurde 
deshalb bereits bei der ersten Bestimmung, die als Ausgangswert fiir 
die innere Reibung diente und mit an der Luft geschiitteltem, méglichst 
kohlensiurearmem Blute vorgenommen wurde, dasselbe im Tonometer 
in der gleichen Weise rotiert wie in den nachfolgenden Versuchen. 
Die Fehler, die auf Kosten der mechanischen Vorbehandlung zu setzen 
sind, waren somit mit allen Bestimmungen die nimlichen und konnten 
vernachlassigt werden. 

Da jeder Versuch mehrere Stunden dauerte, so war es vorher auch 
noch nétig festzustellen, inwieweit zeitliche Verinderungen der Viscosi- 
tit als Fehlerquelle eine Rolle spielten. In halbstiindigen Intervallen 
wurden daher an Blut Viscositiétsmessungen angestellt. Dessen innere 
Reibung erwies sich dabei als zeitlich sehr stabil. Es soll aber durch 
diese Versuche nicht entschieden werden, ob nicht doch das hamolysierte 
Blut und die in Kochsalzlésung suspendierten Blutkérperchen eine 
gewisse zeitliche Variabilitat ihrer Viscositit besitzen, wie sie auch fiir 
Serumalbumin und Globulin bekannt ist. Es ist denkbar, daB ebenso 
wie bei den letzteren ziemlich rasch ein Endzustand erreicht wird, iiber 
den hinaus weitere Verainderungen nicht zu erwarten sind. Das zeitlich 
instabile Stadium wire dann schon vor Beginn des Versuches durch- 
laufen. 

I. Versuche an himolysiertem Blut. 


Zuerst wurden Versuche an himolysiertem Blute vorgenommen. 
In der Mehrzahl der Untersuchungen wurde die Hamolyse durch Hinzu- 
fiigen von Saponin. pur. Merck, in einigen anderen durch mehrmaliges 
Frieren und Wiederauftauen erreicht. Das Hiamoglobinmolekiil tragt 
bei der im Kérper herrschenden Wasserstoffionenkonzentration negative 
Ladung, die es den an der Oberfliiche adsorbierten Ionen verdankt. 
Jede mehr alkalische Reaktion wird diesen Ladungssinn verstirken, 
wihrend mit zunehmender Aciditaét durch Aufnahme von _positiven 
Ionen in die Oberflaiche diese Ladung verringert wird. Dieser Vorgang 
der Entladung vollzieht sich nicht wie bei Ampholyten allmahlich, 
sondern mit dem Auftreten einer plétzlichen Unstetigkeit bei der 
Wasserstoffzahl 7,00. Bei einer Versuchstemperatur von 20° erfolgte 
die Entladung bei einer um wenig héheren Wasserstoffionenkonzen- 
tration bei py = 6,86. Der Gehalt an freier und gebundener Kohlen- 


1) Zit. nach Wo. Ostwald, GrundriB der Kolloidchemie 1921. 
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siiure betrug mindestens gleichviel, meistens aber mehr wie bei 38 
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die Kurven durchschnittlich hoher lagen. In keinem der Versuche konnte 
der frither') mitgeteilte zweite Knick der Kohlensiiurebindungskurve 
erreicht werden, der fiir die positive Umladung des Himoglobinmolekiils 
charakteristisch ist, da das Kohlensiurebindungsvermégen bei diesen 


hohen Kohlensiiurespannungen nicht mehr analysiert werden konnte. Salz- 


sdurezusatz wurde aus Riicksicht auf die Viscositatsmessungen vermieden. 


Es zeigte sich nun, daB die innere Reibung des himolysierten Blutes 
schon bei ziemlich niedrigen Kohlensiurepartiardriicken eine betriicht- 
liche Verringerung erfuhr, verglichen mit den Werten, die von dem glei- 
chen Blute ohne vorherige Kohlensaurezugabe gewonnen worden waren. 


Ein weiteres Ansteigen der 
Kohlensaurespannung und 
damit der Wasserstoffionen- 
konzentration hatte  zu- 
nichst nur eine geringe 
weitere Abnahme der Vis- 
cositit zur Folge (Abb. 1). 
Ein nochmaliges unstetiges 
stiirkeres Sinken der inne- 
ren Reibung erfolgte, wenn 
das Blut die Wasserstoff- 
zahl erreichte, bei der das 
Haimoglobinmolekiil seine 
Ladung verliert. Messun- 
gen bei der gleichen Was- 


aN 
\ 
oy 
~ \ 
as he 
4 \ | a Sista ‘oe 
> \ 
8 \ 745 
= f 
XN 6U 
S 
\ , \ 
S37 ee a ee Pa o 
: ¢ n> 
3 a. \ 160~ 
- % S 
eet wee $ 
’ | / e 
6 YWOSS 
| ~ 
1+ 20 
22 40 60 80 0 Ta) WO 160 20 


COQ, -Spannung 


Abb. 1. Punkte, ausgezogene Kurve 


dungskurve des hamolysierten Blutes bei 20°. 


gestrichelte Kurve 


Viscositatskurve. 


Kohlensaurebin- 


Punkte, 


serstoffzahl und steigendem Kohlensiurepartiardruck, bei denen also 
in der Kohlensaurebindungskurve die Punkte noch auf derselben Wasser- 
stofflinie lagen, ergaben das Reibungsminimum bei den héheren Kohlen- 


siurespannungen. Das Minimum 


war demnach erst im Verlauf von 


Py = 6,86 erreicht worden. Von 4 Versuchen, bei denen die nichste 
Viscositiitsmessung bei einer, nur wenig saueren Reaktion erfolgte, er- 


gaben 3 noch das Minimum, das sie bei py 


6,86 hatten. 


Bei Wasser- 


stoffionenkonzentrationen iiber 10~ °° hinaus wurde die innere Reibung 
stets schon wieder héher gefunden. 

Fiir die hohe Viscositit des hamolysierten Blutes kommen aus- 
schlieBlich die darin enthaltenen hydrophilen Kolloide, die Serumalbu- 
mine und Globuline und das Hamoglobin in Betracht. Zur Entscheidung 
der Frage, wie groB der Anteil der ersteren an den Verianderungen 
der inneren Reibung bei zunehmender Wasserstoffionenkonzentration 
ist, wurden Versuche an Serum in gleicher Weise wie an Blut vorgenom- 
men. Es ergab sich bei den hier in Betracht kommenden Reaktionen 
1) H. Straub und KL. Meier, diese Zeitschr. 90, 305. 1918. 
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nur eine sehr geringe Viscositatsabnahme. Eine Entladung dieser Pro- 
teine mit der auch ihr Reibungsminimum zusammenfiallt, erfolgt viel 
spater wie die des Haimoglobins. Ihr isoelektrischer Punkt liegt nach 
Michaelis bei 2,10°° bzw. 4,10~®. Die Reibungsinderung des Serums 
hat demnach bei den fiir das hiimolysierte Blut beniitzten Kohlensiure- 
spannungen nur eine untergeordnete Bedeutung. Der beobachtete 
Wechsel der Viscositiitswerte ist also fast ausschlieBlich auf Zustands- 
anderungen des Hamoglobins zu beziehen. 

Es ist zuerst von Hardy, Laqueur und Sackur und spiter an 
der Hand von gréBeren Versuchsreihen von Pauli darauf hingewiesen 
worden, daf die hohe innere Reibung der EiweiBkérper mit ihrer Hydra- 
tation in Zusammenhang zu bringen sei. Diese Hydratation nimmt mit 
steigender Ionisierung der Kolloide zu und erreicht andererseits ein 
Minimum im neutralen Zustande, also bei isoelektrischer Reaktion 
wie Michaelis und Mostynski!) an Versuchen mit Serumalbumin 
feststellen konnten. Mit dem Verlust der Ladung wird von den Kolloiden 
ihre Hydrathiille abgestoBen, wihrend mit Zunahme des Adsorptions- 
potentials die Hydratation steigt. Nach Fodor?) sind Ladung und 
Hydratation funktional miteinander verkniipft. Jede Ladungsiinderung 
zicht eine solche der Hydratation nach sich und umgekehrt. Direkt 
proportional der Hydratation und umgekehrt proportional der Ladung 
andert sich die innere Reibung der Proteine. Die Bestimmung eines 
dieser 3 Faktoren wird also einen wenigstens annihernden SchluB auf 
das Verhalten der beiden anderen zulassen. 

In den oben mitgeteilten Versuchen befand sich das Hiimoglobin 
zuniichst im ionisierten Zustand. Der mit der Ladung parallel gehenden 
Hydratation entsprach der hohe Viscosititswert. Da® sofort mit dem 
Hinzutitrieren von Kohlensiure und dem Ansteigen der Wasserstoff- 
ionenkonzentration die innere Reibung betrachtlich sank, zeigte, daB 
bereits hier eine teilweise Dehydratisierung des Himoglobins eingetreten 
war. Eine partielle Entladung diirfte diesen Vorgang begleitet haben. 
Nach diesem starken Abfall der inneren Reibung verliuft, wie erwihnt, 
die Viscositatskurve zunachst ziemlich flach, ahnlich der Kohlensiure- 
bindungskurve an dieser Stelle. Im Bereich dieser Wasserstoffionen- 
konzentrationen kann demnach das Himoglobin keine starkere physi- 
kalische Zustandsiinderung erlitten haben. Die voéllige Entladung des 
Himoglobins erfolgt bei p, = 6,86 und mit ihr ein nochmaliges Sinken 
der Reibungskurve. Auch beim Hamoglobin entspricht dem Maximum 
der Neutralteilbildung ein Minimum der Viscositit. Es ist anzunehmen, 
daB im Verlauf des Knickes der Kohlensiurebindungskurve das Ver- 
haltnis von geladenen und neutralen Himoglobinkomplexen sich immer 


= nL. Michaelis und R. Mostynski, diese Zeitschr. 25, 401. 1910. 
2) A. Fodor, Das Fermentproblem. 1922. 
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mehr verschiebt, bis sich schlieBlich alle Teilchen im ungeladenen 
Zustand befinden. Der theoretischen Uberlegung entsprechend fiel 
der tiefste Punkt der Viscositiitskurve ungefahr mit dem oberen Teil 
des Haimoglobinknickes zusammen. DaB bei derselben Wasserstoffzahl 
auch schon die Umladung des Himoglobins erfolge, macht die Beobach- 
tung unwahrscheinlich, da das gleiche Minimum noch bei Reaktionen 
gefunden wurde, die schon wieder mehr nach der sauern Seite zu lagen. 
Leider konnte die volle Wiederaufladung des Himoglobins aus den 
genannten Griinden nicht verfolgt werden. 

Die Viscositatskurve des Hamoglobins zeigt also die gleichen Un- 
stetigkeiten wie die Kohlensiurebindungskurve, die nur so zu erkliren 
sind, daB die Ladung des Himoglobins sich nicht gleichmaBig andert, 
wie das nach Versuchen von Michaelis und Airila!') der Fall zu sein 
scheint, sondern schrittweise. Da das Himoglobin schon bei niedrigen 
Wasserstoffionenkonzentrationen einen Teil seiner Ladung_ verliert, 
ist es wahrscheinlich, daB bereits hier eine Kohlensiurebindung erfolgt. 
DaB dem so ist, zeigt der Verlauf der Kohlensiurebindungskurve 
an dieser Stelle. Es wird demnach pro Mol Himoglobin nicht nur das 
eine Mol Kohlensiure gebunden, dessen Bindung der Knick der Bindungs- 
kurve anzeigt, sondern weitere Kohlensiiurevalenzen werden schon 
in dem vorangehenden Teil der Bindungskurve fixiert, entweder direkt 
an das Hamoglobin oder wahrschein‘icher indirekt dadurch, daB aus 
der Oberfliche des Hamoglobins adsorbierte Kationen vor allem Na- 
triumionen freigemacht werden. 


II. Waschversuche. 


Es wurden in weiteren Versuchen menschliche rote Blutkérperchen 
in physiologischer Kochsalzlésung suspendiert und mit Verwendung 
der gleichen Technik wie beim himolysierten Blut Kohlensiurebindungs- 
kurven bestimmt und gleichzeitig Viscositiitsmessungen vorgenommen. 
Es erwies sich hier als bedeutend schwieriger zu brauchbaren Resultaten 
zu kommen, da bei der Neigung der Blutkérperchen zu sedimentieren, 
gleichmaBige Suspensionen fiir die einzelnen Analysen nur bei raschestem 
Arbeiten erhalten werden konnten. Andererseits waren die Durchlaufs- 
zeiten geringer als beim Himolyseblut, so daB kleine Fehler viel mehr 
ins Gewicht fielen. DaB die Viscositit der Blutkérperchensuspension 
selbst bei Beibehaltung desgleichen oder sogar eines geringeren Volumens 
des Dispersionsmittels so auffallend kleinere Durchlaufszeiten als das 
haimolysierte Blut ergab, lag nicht an der Beseitigung des Serums, 
wie auch die nachfolgenden Bestimmungen an Gesamtblut zeigten, 
sondern wohl daran, daB beim himolysierten Blut die Dispersitit der 


1) Michaelis und Airila, diese Zeitschr. 118, 144. 1921. 











H14 Kl. Meier: 


dispersen Phase eine viel gréBere ist, wobei allerdings auch die disperse 
Phase selbst eine andere geworden ist. 

Die Entladung der in Kochsalzlésung suspendierten Blutkérperchen 
erfolgt bei einer Versuchstemperatur von 38° bei der Wasserstoffzahl 
6,671). Findet der Gasaustausch zwischen der Suspension und dem 
Kohlensiuregemisch bei 20° statt, so wird die Entladung wieder etwas 
mehr nach der sauren Seite verschoben bis ungefaihr p, = 6,55). 
Es soll aber in diesen Versuchen weniger Wert geleét werden auf die 
genaue Feststellung der fiir die Entladung bei dieser Versuchstemperatur 
charakteristischen Wasserstoffionenkonzentration, sondern  vielmehr 
nur auf die an Hand der Kohlensiurebindungskurve genau verfolgbare 
Tatsache der Entladung selbst. Es ist dabei dann ebenfalls ohne Be- 
deutung, ob der Ladungszustand durch das Waschen mit Kochsalz- 
lésung schon vorher in irgendeiner Weise veriindert wurde. 

Bei Betrachtung der Viscositatsverhaltnisse ergeben sich zwischen 
ihnen und der Ladung der Plasmahaut ahnliche Beziehungen, wie sie 
fiir das Himoglobin mitgeteilt wurden. Schon bei ziemlich alkalischer 
Reaktion tritt eine deutliche Reibungsverminderung ein, die aber mit 
zunehmender Aciditit zunichst wieder sistiert, so daB an dieser Stelle 
bei zunehmender Kohlensiurespannung annihernd gleiche Viscositits- 
werte gefunden wurden. Das Reibungsminimum wird erst bei der 
Wasserstoffionenkonzentration erreicht, bei der wieder die Neutralteil- 
bildung am gr6$ten war und die Zahl der Ladung tragenden Plasmahaut- 
kolloide am geringsten, ungefihr also bei py = 6,55. Aus dem Versuch, 
in dem bei Beibehaltung dieser Reaktion, also im Verlauf des Knicks 
der Bindungskurve 3 Viscosititsbestimmungen gemacht werden konnten, 
geht hervor, da das Reibungsminimum nicht sofort mit dem Auftreten 
dieser Reaktion eintritt, sondern erst im Verlauf derselben mit zu- 
nehmender Entladung. Die bei héherer Wasserstoffionenkonzentration 
ermittelten Viscosititswerte, die alle ein sofortiges Ansteigen der 
inneren Reibung erkennen lassen, machen es wahrscheinlich, da die 
Umladung der Plasmahautkolloide hier schon erfolgt ist, entsprechend 
der mit der Viscositit parallel gehenden Zunahme der Hydratation 
(Abb. 2). 

Die Entladung der Plasmahautkolloide wiirde nach den Reibungs- 
messungen ebenso schrittweise zustande kommen wie die des Hamo- 
globins. Die bei alkalischer Reaktion als Siure wirkenden Blutkérper- 
chenkolloide verlieren unter dem Einflu8 der Wasserstoffionen ihr 
Adsorptionspotential in 2 Modifikationen, zuniachst allmahlich bei 


1) H. Straub und KI. Meier, diese Zeitschr. 98, 205. 1919. 

2) Wollte man die von Evans angegebenen Korrekturen fiir die Hassel- 
balchsche Formel vornehmen, so wiirde sich fiir die Entladung bei beiden Tem- 
peraturen eine etwas mehr saure Reaktion ergeben. 
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ziemlich niedriger Wasserstoffionenkonzentration, dann  stufenweise 
und unstetig ungefahr bei p, = 6,55. Im Bereich des ersten Schrittes 
erfolgt eine partielle Dehydratisierung und partielle Verminderung 
der Ladung der Plasmahaut. Ebenso wie in der zweiten Stufe die 
Abnahme der Ladung abgesehen von der Viscositiétsverminderung 
sich in der unstetigen Anderung der Kohlensiiurebindungsfihigkeit 
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Abb. 2. Punkte, ausgezogene Kurve = Kohlensiurebindungskurve der in Kochsalzlésung ge- 
waschenen roten Blutkérperchen. Punkte, gestrichelte Kurve = Viskositaétskurve. 
der Kolloide iiuBert, so erfolgt schon vorher gleichzeitig mit der partiellen 
Entladung der Plasmahautkolloide eine Bindung der Kohlensiiure 
Fiir diese Bindung werden die aus der Oberfliche unter Verminderung 
des Oberflichenpotentials freigemachten Kationen herangezogen. Die 
. oe . r “- . . % . 
friihere Annahme!), die fiir die Kohlensiurebindung eine Uberwindung 
der Plasmahaut durch die Siureanionen zur Voraussetzung machte, 


lie sich auf Grund die- 635 §—— 
\ 
| 


ser und anderer Versuche 
nicht aufrechterhalten. 


Ill. Versuche an Gesamt- 
blut. 

Zu wesentlich gleichen 

Ergebnissen fiihrten Ver- | 


suche an Gesamtblut, das 20 WO 60 80 100 720 WO 160 180 
CQ, - Spannung 





vorher defibriniert worden Abb. 3. Punkte, ausgezogene Kurve = Kohlenséiurebindungs- 
war, Mit steigender Was- kurve des Gesamtblutes. Punkte, gestrichelte Kurve = Visco- 
serstoffionenkonzentra- eee 
tion nahm die Viscositit ab, und zwar war die Abnahme im Anfang wieder 
stiirker, entsprechend einer hier aufgetretenen Hydratationsinderung, 
spiter nur mehr gering. Das Minimum wurde nicht erreicht (Abb. 3). 
Zusammenfassung. 

1. Das Himoglobin und die Plasmahautkolloide zeigen das Minimum 
ihrer Viscositat im ungeladenen Zustande, der durch die Unstetigkeit 
in der Kohlensiurebindungskurve angezeigt wird. 

1) H. Straub und KI. Meier, diese Zeitschr. 98, 205. 1919. 
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2. Mit zunehmender Wasserstoffionenkonzentration andert sich die 
innere Reibung dieser Kolloide zunichst allmihlich, dann unstetig, 


stufenweise, dementsprechend auch ihre Ladung. 


3. Im Gesamtblut vermindert sich mit steigender Wasserstoffionen- 


konzentration die Hydratation der Blutkérperchen. 


Versuchsprotokolle. 
1. Hiimolyseversuche. 


a) Saponinhamolyse : 























1. CO,-Spannung 43,1 78,4 101,9 199,0 
CO,-Kapazitat . 53,0 61,1 66,0 100,0 
Te gale ke SR Sa a aa oat aes aay 6,95 6,86 6,72 
t (Durchlaufzeit) —. 11'48” 944" 9/21” 8'14” 8’ 54” 
Zz. CO,-Spannung . 47,4 102,2 115,8 152,8 
CO,-Kapazitat . 55,2 69,5 80,1 99,0 
Pu 7,14 6,88 6,88 6,84 
7,16 6,87 
t. 9’ 6” 71 cur ta HR" 
6’ 59” 6'56” 6°23” 6’ 26” 
3. CO,-Spannung . 51,2 95,0 109,5 1254 152,8 
CO,-Kapazitat 66,0 69,0 74,4 85,5 94,6 
64,1 
Pu 7,18 6,92 6,88 6,88 6,81 
7,17 
ss 11’ 14” 10°42” 10'54” 10°14” 10’29” 10’ 29” 
10’ 42” 10°54” 10°13” = 10’ 33” 
4. CO,-Spannung . 26,0 78,3 127,2 137,6 176,5 
CO,-Kapazitat . 48,7 61,0 83,6 90,4 97,1 
Pu rae ads 7,37 6,96 6,86 6,85 6,77 
t. 07” § =68' 26” 814” 808”) «67° 52" «8 27" 
901" 825” 8’ 18” 7 56" 8" 35" 
5. CO,-Spannung . 87,5 107,2  145,4 
CO,-Kapazitat . 61,2 70,3 91,0 
Pu RA te 6,90 6,86 6,83 
t. 18°05" 16°17" 15'15” 16’ 06" 
16’ 13” 
6. CO,-Spannung . 47,1 84,0 1282 197,2 
CO,-Kapazitat . 58,8 66,0 87,6  102,6 
Pu ie a 7,17 6,95 6,87 6,7: 
t. 17°24” 16’ 507 13' 53” 13’ 39” 14’ 34” 
17’ 20” 
7. CO,-Spannung . 46,4 82,4 125,6 132,0 199,7 
CO,-Kapazitat . 59,1 66,2 81,9 84,0 87,8 
84,7 85,8 
Pu 7,19 6,96 6,85 6,84 6,66 
6,84 6,65 
t. 6'44” 618” 6°20” 5°55” 5/48” 613” 
6’ 50” 6’ 24” 5°53” = 6' 12” 
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8. CO,-Spannung 53,2 73,3 99,3 113,2 204,5 
CO,-Kapazitat 53,1 58,8 67,2 75,6 98,0 
Pu inprirete 7,07 6,97 6,88 6,87 6,69 
t. 10’ 56” =8' 53” = 9'03" 8’ 45” 8/32” 9’ 30” 

9’ 08" = 8’ 48” 9 31’ 

9. CO,-Spannung 48,4 83,0 122,8 199,0 
CO,-Kapazitat . 58,7 59,5 79,6 89,8 
Pu ae 7,16 6,89 6,85 6,67 
t. 9°06" 834” 8°50” 8°37” = 8’ 47” 
8’ 45” 

b) Hamolyse durch Frieren: 
10. CO,-Spannung 61,5 89,7 120,6 = 160,2 
CO,-Kapazitat 60,9 63,1 77,4 82,3 
Pu “3 7,06 6,90 6,85 6,74 
t. T'S C8" Ce” ¢€235° #0” 
7°38" «6°40 — «6 40" — 6 30" 6" 48” 
11. CO,-Spannung 68,0 109,2 134,1] 137,0 = 208,6 
CO,-Kapazitat 74,7 80,1 88,0 91,3 97,1 
Pu eer 7,10 6,91 6,86 6,86 6,68 
t. Sm" Tse Tie Tome 6 oe oT BF" 
8’ 50” 

12. CO,-Spannung 38,8 87,1 118,8 = 138,0 
CO,-Kapazitat 61,1 70,0 78,7 88.8 
Pu ahakas 7,28 6,96 6,86 6,84 
t. hit 5°25" 5°45” 5°07" 85' 08” 

13. CO,-Spannung 37,2 70,0 113.4 154,7 
CO,-Kapazitat 54,0 77.9 81,5 

Pu oe bao 7,25 6,88 6,75 
t. . fehit 13 72" €ae © 46" 
649" = 6’ 50” 

2. Wasehversuche. 
14. CO,-Spannung 36,5 63,2 118,0 143,2 193,9 220,3 
CO,-Kapazitat 29,5 34,5 39,1 47,9 49,7 51,4 
Pu Si i? 7,01 6,82 6.56 6,55 6,40 6,34 
t. an": ae’ rae sor ££ eR’ 80" 
15. CO,-Spannung 26,7 81,1 142,4 159,0 186,0 197,3 263,4 
CO,-Kapazitit 32,1 46,0 52,5 54,4 63,3 65,9 74,6 
Wis: tat oon 7,19 6,82 6,59 6,55 6,56 6,53 6,43 
ts “S39 Ss OO Fas Fa sis’ Fier For sy" 
3 34” 
16, CO,-Spannung 84,7 119,5 158.4 202,3 231,3 
CO,-Kapazitat 33,1 41,5 51,5 65,0 69,4 
37,1 
Pu 6,65 6,56 6,53 6,51 6,47 
6,51 
eo in” 0" Se 3" cer ew 
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3. Versuche an Gesamtblut. 


17, CO,-Spannung 
CO,-Kapazitat 


90,6 
89,0 
86,4 


231,6 
108,4 
106.1 





Pu 


era eae ree eee ee, tg 
18: CO panning. Se ee 39,3 57,3 
CO,-Kapazitit ........ 9393 43,6 


7.04 
7,03 
7’ 02” 
102.6 


57,3 


6,67 
6,66 
6) 54" 


173,2 


65,0 





"ill creeper aienaa dame area a 7,09 6,96 
i re: a 


19 


CO,-Spannung 
CO,-Kapazitat 


6,79 
6’ 00" 
43,3 
47,9 


6,59 
5’ 64” 
118,2 

64,0 








Pu St PENN iit aepicciseets 7,12 6,80 6,77 
Siren eee Ws awe ea te et eee G12” oa" sade": 06 6B’ SR” 

USE GR a a rr ere 52,2 80,1 115,5 176,0 
ER Ia 57,6 61,2 69,6 70,0 
7,10 6,94 6,82 6,62 


Pa See a ae te ee ae Os Ae ae 
G5 ete 4) he ww ee 6’ 57” 


6’ 30” 


6' 30” 


6 26” 














Uber den Chemismus der Toxinbildung durch den Bae. phlegm. 
emphys. Frankel. 


Von 


Katzumi Kojima. 
(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 8. Januar 1922.) 


Im nachfolgenden méchte ich iiber Versuche berichten, die ich seit 
einem Jahre auf dem Gebiete der Rauschbrandgruppe angestellt habe. 
Infolge des Krieges und der wihrend desselben gehiuft auftretenden 
Wundinfektionen mit Gasbranderregern hat diese Gruppe das besondere 
Augenmerk auf sich gezogen und es sind wichtige neue Befunde gemacht 
worden. Noch vor dem Kriege und wihrend desselben herrschte iiber 
die verschiedenen Vertreter dieser Klasse sehr wenig Einigkeit. Ab- 
gesehen von den einzelnen Typen und Stimmen unterschied man 
3 groBe Klassen, den Fraenkelbacillus, den Bacillus des malignen Odems 
und den Rauschbrandbacillus. Letzterer sollte nur bei Rindern vorkom- 
men. Aber auch diese Gruppen wurden von vielen Autoren nicht scharf 
auseinandergehalten. So gaben einige Autoren an, daB man beispiels- 
weise den Fraenkelbacillus, der durch Unbeweglichkeit und seine Sporu- 
lation sich von dem malignen Odembacillus bakteriologisch unter- 
scheidet, durch geeignete Ziichtung in einen Odembacillus umwandeln 
kénne, worauf ich unten zuriickkommen werde. Ein grundlegender 
Fortschritt wurde erst erzielt, als ungefihr gleichzeitig in Deutschland 
von Ficker und Klose das Odemtoxin dargestellt wurde, und von 
A. v. Wassermann und Ficker gezeigt werden konnte, das mit 
Hilfe dieses Toxins ein echtes Antitoxin zu gewinnen ist, welches eine 
strenge Scheidung der Odembacillen von den anderen Bakterien dieser 
Gruppe gestattet. Soweit aus der Literatur ersichtlich ist, wurden 
wihrend des Krieges ungefahr gleichzeitig in Frankreich, in England 
und in Amerika die gleichen Tatsachen erhoben. Wihrend das Toxin 
des Odembacillus noch sehr friih festgestellt und mittelst seines spezi- 
fischen Antitoxins diese Gruppe scharf umschrieben werden konnte, 
war eine einwandfreie Toxingewinnung von Fraenkel weit schwieriger. 
Wohl wurden Toxine auch beim Fraenkelbacillus nachgewiesen, und 
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sowohl Klose!) wie A. v. Wassermann?) berichten tiber toxische 
Substanzen beim Fraenkelbacillus. Diese giftigen Substanzen zeichneten 
sich aber dadurch aus, da sie akut ohne Inkubation wirkten und 
thermostabil waren, so hielten beispielsweise die von A. v. Wasser- 
mann erhaltenen Toxine die Erhitzung auf 100° aus und ferner, dab 
ein Antitoxin sich gegen sie nicht erzielen lie}. v. Wassermann war 
geneigt, sie als alkaloidihnlich und nicht als echte Toxine aufzu- 
fassen. Infolgedessen wurden von seiten vy. Wasser manns und Fickers 
Versuche aufgenommen, um iiber das Fraenkeltoxin ins klare zu kommen, 
und die genannten Herren beauftragten mich, diese Versuche fortzu- 
fiihren, wobei sie mir ihre Versuchsergebnisse zur Verfiigung stellten, 
wofiir ich auch an dieser Stelle meinen wirmsten Dank ausspreche. In- 
zwischen waren auch, wie aus der seitdem nach Deutschland gelangten 
amerikanischen Literatur ersichtlich ist, in Amerika Versuche tiber das 
Fraenkeltoxin angestellt, welche ich hier folgend kurz skizzieren méchte. 

Nach ausfiihrlichen Studien von Bull und Britchett*) wirkt 2 proz. Trau- 
benzuckerbouillonkultur des Welch-Fraenkelbacillus, wenn sie intravenés einge- 
spritzt wird, auf Kaninchen tédlich: der Tod tritt sofort oder spaitestens innerhalb 
einiger Stunden ein. Die Kultur erzeugt starke Haimolyse und der akute Tod des 
Versuchtieres ist der starken Destruktion der Blutkérperchen zuzuschreiben. Die 
Toxizitat des Kulturmediums ist durch langdauerndes Zentrifugieren oder Berke- 
feldfiltration deutlich vermindert. Dagegen ist es ihnen gelungen, von der 0,1 proz. 
Zuckerbouillonkulter, der frische Tauben- oder Kaninchenmuskelstiickchen zu- 
gesetzt wurden, ein in hohem Grade wirkendes Toxin zu gewinnen. Das Filtrat 
der letztgenannten Kultur behalt seine Toxizitat, wird aber bei einer Erhitzung auf 
70° zerstért. Wenn das Filtrat Versuchstieren intravenés injiziert wird, trittstark 
Blutkérperchendestruktion ein und erzeugt lokale Entziindung und starke Lision, 
falls es subcutan oder intramuskular gegeben wird. Es tétet je nach der Dosierung 
nach gewisser Zeitdauer. Die Autoren konnten mit dem letzteren Filtrat Tauben 
aktiv immunisieren und von Kaninchen und Pferaen antitoxisches Serum gewinnen. 


Aus diesen vielseitigen Berichten ersehen wir, dai beim Fraenkel- 
bacillus zweierlei Gifte von einwandfreier Stelle beschrieben wurden, 
einmal ein akut wirkendes, gegen welches sich nicht immunisieren laBt 
(Klose, v.Wassermann), und zweitens ein echtes Toxin, gegen das 
zu immunisieren ist, und welches thermolabil ist (Bull, Britchett). 
Um die Literatur vollstiindig zu machen, mu8 ich noch hinzufiigen, 
daB von allen Autoren ein Himolysin beim Fraenkelbacillus beschrieben 
wurde, welches nach bisher unveréffentlichten Arbeiten aus dem Kaiser 
Wilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie von Wuth streng spezi- 
fisch auch von Fraenkelserum neutralisiert wird. Dagegen schrieb 
Schlossberger*), daB das Himotoxin der verschiedenen Gasbrand- 


') Klose, Zeitschr. f. Hyg. u. Infektionskrankh. 82. 197. 

2) v. Wassermann, Verdoffentlich. a. d. Geb. d. Militarsanitatswesens, H. 68. 

3) Bull und Britchett, Journ. of the exp. med. 1917, Nr. 1, 4, 6. 

*) Schlossberger, Arb. a. d. Inst. f. exp. Therap. und d. Georg Speyer- 
Hauses, Frankfurt a. M., 1919, H. 6 u. 7. 
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erreger keine Antigeneigenschaft habe, eine Frage, auf die ich spiiter 
in einer weiteren Arbeit naher eingehen werde. 

Fir meine Arbeiten kam es also darauf an, zu kliren, ob tatsachlich 
zwei auf Tiere wirkende Gifte beim Frankel vorkommen, in welchem 
Verhaltnis diese zueinander stehen, und endlich, in welechem Verhaltnis 
das spezifische Himolysin der Bacillen zu diesen Toxinen steht. Endlich 
muBte ich feststellen,wie sich die Frankeltoxine zu den Toxinen der anderen 
Gruppe von Erregern aus dieser Klasse, besonders dem Toxin der Odem- 
bacillen verhalten, da auf diese Art und Weise dann mit Sicherheit die 
Streitfrage entschieden werden konnte, ob der Fraenkelbacillus eine eigene 
Art ist, die vollkommen verschieden von der Gruppe der Odembacillen 
ist. Alle diese Fragen sind mir, wie ich glaube, in einwandfreier Weise 
zu lésen gelungen, und ich méchte nun im folgenden dariiber berichten. 

Zu meinen Versuchen standen mir Reinkulturen zur Verfiigung, 
die Ficker wahrend des Krieges aus menschlichem Muskelmaterial 
isolierte. AuBerdem habe ich selbst aus Muskelfleisch eines an 
Rauschbrand verendeten Rindes auBer zwei verschiedenen Rausch- 
brandtypen einen Fraenkelstamm isoliert. Das Rauschbrandmuskel- 
material und einige Fraenkelstamme (133, 135, 177, 276 und 338) wurden 
mir von Herrn Geheimrat Ficker zur Verfiigung gestellt. 

Es eriibrigt sich, an dieser Stelle iiber die morphologischen, kul- 
turellen und pathologischen Befunde der von mir gepriiften Stamme 
des Fraenkelbacillus niher einzugehen, da die Literatur genaue An- 
gaben dariiber enthilt. Ich méchte nur erwaihnen, da der von mir 
isolierte Stamm auch in dieser Beziehung sich nicht von den iibrigen 
unterscheidet. Ich habe vor Anlegung der Kultur zur Giftgewinnung 
durch Schiittelagarkulturen und Traubenzuckerblutplatten nach Zeiss- 
ler festgestellt, daB sie rein waren. Wenn ich nun einen dieser Fraenkel- 
stimme auf 2proz. Traubenzuckerbouillon ziichtete, dann ein Filtrat 
herstellte und einer Maus intravendés injizierte, so sah ich immer nach 
der Einspritzung folgende tétende Wirkung: 

Stamm 338 in 2 proz. Zuckerbouillon mit Schlammkreide geziichtet, 
wurde mit dem von Ficker!) zuerst benutztende Haénschen Mem- 
branfilter am 6. Tage filtriert und Miausen intravenés eingespritzt. 


Versuch lI. 
Maus 17 g 0,5 intrav. sofort tot. 
oe ah wo Oe Zs sofort Krampf, nach 2’ tot. 
» 14,,0,2  ,, sofort Krampf, nach 3’ tot. 
» 14,, 0,15 ,, sofort Krampf, erholt sich nach einigen Minuten, lebt. 
s 1 oe QI ‘s keine Erscheinung, lebt 
» 13,, 0,08 ,, keine Erscheinung, lebt. 


1) Ficker, Med. Klinik 1917. 
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Dasselbe Resultat wurde mit den Stammen 133, 135, 177, 276 und Giesbach 
erzielt, hier ist nur das Resultat mit Stamm 133 angegeben. 


Versuch 2. 


Maus 15 g 0,5 intray. sofortige Unruhe, Krampf, Lufthunger, Hervortreten der 
beiden Augen, Atemstillstand, nach 1’ tot. 


tt ae ied sofortige Schwache, Unruhe, Taumeln, dann wiederholte 
Krampfanfalle, Atemnot, nach 2’ tot. 
9S ease ‘s voriibergehender Schwachezustand, Atemnot, erholt sich 


nach !/, Stunde, lebt 


» 15,, 0,15 ,, ohne Erscheinung, lebt. 

Das Wachstum des Fraenkelbacillus in Nahrbouillon wird, wie 
bekannt, durch Traubenzuckerzusatz wesentlich begiinstigt. Wenn der 
Fraenkelbacillus aber in solcher Nahrfliissigkeit iippig wachst, reagiert 
das Medium stets stark sauer. Durch Schlammkreidezusatz in Zucker- 
bouillon wird die Saure abgestumpft und dadurch besseres, linger 
anhaltendes Wachstum erreicht. Aber nach einigen Tagen reagiert 
trotz der Kreide die Fliissigkeit sauer. Um die Frage, ob der akute Tod 
der Versuchstiere mit der Aciditat des Filtrates zusammenhingt, zu 
lésen, wurde das obengenannte Filtrat mit Normal-NaOQH-Lésung 
neutralisiert (Indicator Lackmus) und nach Filtration durch Papier- 
filter Miusen intravenés injiziert. Das Resultat blieb dasselbe. Das 
stimmt mit der Angabe von Bull und Britchett tiberein, welche ich 
spiiter aus der Arbeit der genannten Autoren erfahren habe. 

Bull und Britchett haben die Ursache der tétenden Wirkung 
der Fraenkelzuckerbouillonkultur auf Versuchstiere der hamolytischen 
Wirkung zugeschrieben, indem sie in ihrer Muskelbouillonkultur zweier- 
lei, ein haimolytisches und ein tiertétendes, Antigeneigenschaft be- 
sitzendes Toxin gefunden haben. 

Meine Erfahrung in der ersteren Beziehung ist anders als die von 
Bull und Britehett. Da die Hamolysinproduktion in Zuckerbouillon 
inkonstant einerseits, und das Hiamolysin gegen die Erhitzung sehr 
empfindlich andererseits ist, kann man leicht die beiden Komponenten 
voneinander unterscheiden. 

2 proz. Zuckerbouillonkulturfiltrate von Stamm 133 und 135 wurden 
auf himolytische Wirkung gegen Hammelblut gepriift (0,5 ccm einer 
5proz. Aufschwemmung). Resultat abgelesen nach 2 Stunden 37°. 





Tabelle I. 
Menge der bee #3 
Filtrate 1,0 05 04 02 01 
133 Spur st. Him. fast kompl. fast kompl. | maBige Haim. 
gelist 


135 keine Him. keine Him. | keine Him.’ keine Him. | keine Him. 
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Trotz der Verschiedenheit des Hamolysingehaltes bei den beiden 
Kulturen in 2 proz. Zuckerbouillon ergibt die giftige Eigenschaft der 
beiden Filtrate keinen Unterschied (siehe Versuch | und 2). Dann 
wurden die beiden Filtrate im Wasserbad auf 56° eine halbe Stunde 
erwirmt. Wiahrend die hamolytische Wirkung bei Filtrat 133 nicht 
mehr ersichtbar ist, blieb die toxische Wirkung dieselbe. 

AuBerdem ist das Fraenkelhimolysin nicht dialysierbar, wie ich durch 
eigene Erfahrung bestatigen kann, aber genauere Angaben _hieriiber 
mochte ich in einer spaiteren Arbeit machen. Hier sei noch Naheres 
iiber die Thermostabilitat des Zuckerbouillonfiltrats erwahnt. 

2proz. Traubenzuckerbouillonkulturfiltrat von Stamm 133, 135, 
276, 177 und Giesbach wurde im Wasserbad 15 Minuten bei 100 
gehalten, hierdurch auftretende Ausflockung durch Zentrifugieren 
beseitigt und die obenstehende klare Fliissigkeit einer Reihe von Mausen 
intravenés injiziert, als Kontrolle wurde nicht erhitztes Filtrat zum 
Vergleich benutzt. 

Tabelle I. 


Stimme Filtrat auf 100° 1/, Std. erhitzt Filtrat ohne Erhitzung 
133 Maus 13 g 0,5 nach 2’ tot Maus 14 g 0,5 nach 2’ tot 
2 wy Gs; FF". = 2 ee... Fs 
6 OB GR pe ew ao” See el =e 
w. ke, 81 ot od AS Bk tee 
135 Maus 15 g 0,5 nach 2’ tot Maus 14 g 0,5 nach 1’ tot 
« Mea, Fs » 20 GS. 2 
1 «AZ gy O7L2 lobt » 14,, 9,2 lebt 
137 Maus 15 g 0,4 nach 2’ tot Maus 20 g 0,4 nach 2’ krank, 
Agonie, nach 3" tot 
a BS Go, Maus 15 g 0,3 nach 3’ tot 
is 12 ,, 0,2 lebt + 12 ,, 0,2 lebt 
276 Maus 13 g 0,2 nach 2’ tot Maus 14 g 0,2 nach 2’ tot 
eee | See ey ee RS er: ee 
» _12.,, 0,05 lebt » 12 ,, 0,05 lebt 
Giesbach Maus 17 g 0,5 sofort tot Maus 16 g 0,5 sofort tot 
»  14,, 0,4 nach 4’ tot »  14,, 0,4 nach 3’ tot 
» 13,, 0,3 lebt » 14,, 03 let 


Hier fiige ich das Ergebnis subecutaner und intraperitonealer Ein- 
spritzung der beiden Filtrate kurz an. 
Versuch 3. Filtrat 135. 
Maus 13 g 0,8 intrap. nach 5’ Schwache, Atemnot, nach 5 Std. tot 


oe ee? eee » 10° krank, erholt sich nach einigen Stunden 

» 14,, 1,5 subcutan ., 20’ krank, nach 3 Std. tot. 

ie SA eg ri ,» 20° krank, nach 8 Std _ tot. 

w > 1455 4,0 a » 30 voriibergehende Schwache, erholt sich n.2 Std. 


Daraus kann man ersehen, da die giftige Substanz in Fraenkel- 
zuckerbouillonkultur, wenn sie nur intravenés eingespritzt wird, so- 
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fortigen Tod herbeifiihrt, aber bei subcutaner und intraperitonealer 
Injektion viel langsamer wirkt und eine viel gréBere Menge noétig ist, 
um den Tod herbeizufiihren, 

Es ist bemerkenswert, dali das hier angegebene Gift Versuchstiere 
in meist ganz kurzer Zeit t6tet, und dieser Wert eine scharfe Grenze 
bildet. Bei diesem Gift kann man Tod nach mehreren Stunden nur dann 
erhalten, wenn das Versuchstier zu groB oder das Filtrat intraperitoneal 
oder subcutan gegeben wird. 


A. v. Wassermann und M. Ficker haben unabhingig von Bull 
und Britchett gefunden, da das echte Toxin des Fraenkelbacillus 
in 0,1 proz. Zuckerbouillon mit frischen Meerschweinmuskelstiickchen 
produziert wird, eine Arbeit, welche bis jetzt noch nicht veréffentlicht 
ist. Nach den Angaben von Bull und Britchett gibt ein Zuckergehalt 
von 0,2 —1% eine wirksamere Toxinproduktion als zuckerfreie Bouillon. 
Um das echte Toxin nach v. Wassermann und Ficker zu gewinnen, 
habe ich 0,1 proz. Zuckerbouillon mit frischen, steril entnommenen 
Meerschweinmuskelstiickchen mit verschiedenen Fraenkelstimmen be- 
impft und im Vakuumapparat bei 37° 18—24 Stunden geziichtet, 
dann mit dem Membranfilter filtriert und Tierversuche angestellt. Das 
Resultat ist folgendes: 


Versuch 4. Stamm 135. 


Maus 13 g 0,4 intrav., nach der einige Minuten dauernden Inkubation tritt 
Krankheitszustand, nach 2 Stunden der Tod ein. 


SES | ae nach einigen Stunden krank, nach 6 Stunden tot. 
i AO See ie ne an demselben Tage keine Erscheinung, am nachsten Tage 
krank, abends tot. 
i 12.5, 006.5, am 2. Tage krank, nach 40 Stunden tot. 
ee) ee ohne Erscheinung, lebt. 


sy: as cw UE - ace nach 1 Stunde krank, nach 6 Stunden tot. 
a SS ee nach 20 Stunden tot. 
og EN OR: oe lebt. 


Ahnliches Resultat wird mit der subcutanen Einspritzung erzielt, 
jedoch ist hierfiir eine etwas gréBere Menge (0,3—0,5) nétig. Mit den 
anderen Stimmen bekam ich dieselben Ergebnisse. Das mit der 
hier angefiihrten Methode erhaltene Filtrat reagiert stets amphoter. 
Wenn das schon beimpfte Nahrmedium iiber einen Tag bebriitet wird, 
so wird das schon produzierte Gift wieder abgeschwicht und die Nahr- 
fliissigkeit reagiert sauer. Das letzt angegebene Toxin ist thermolabil ; 
es wird bei einer Temperatur von 70° véllig zerstért. 

0,1°% Traubenzucker-Muskelbouillonfiltrat von Stamm 135 wurde 
30 Minuten bei 60° erhitzt, die Ausflockung zentrifugiert und die 
klare obenstehende Fliissigkeit Mausen intravenés injiziert. 
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Versuch 5. 
Maus 13 g 0,4 intrav. nach 30 Stunden tot. 
wo le a ee nach 40 Stunden tot. 
wee eA Ss ohne Erscheinung, lebt. 

Zu gleicher Zeit wurde die hamolytische Wirkung gegen Hamme! 

blut in vitro gepriift. 
Tabelle IIT. 
Menge des Filtrats. . . 1,0 0,7 0,4 0,2 0,1 0.05 
Ohne Erhitzung . . . . kpt kpt kpt fast kpt stark Spm 

Wahrend das Hi molysin des Fraenkelbacillus schon bei 50-60 
vollig vernichtet wird, behailt das Toxin zum Teil noch seine Wirk- 
samkeit. Infolgedessen wurde das obige Filtrat eine halbe Stunde auf 
70° erhitzt. 

Versuch 6. 
Maus 14 g 0,5 intrav. nach 1’ leichte Schwache, erholt sich gleich, lebt. 
a BO ap OB ds ohne Erscheinung, lebt. 
Als Kontrolle wurde unerhitztes Filtrat genommen, 
Maus 14 g 0,3 intrav. nach 6 Stunden tot. 
ae: em | gaeee nach 10 Stunden tot. 

Dieser Versuch wurde auch mit den Filtraten anderer Stamme 
angesetzt und ergab auch hier die gleichen Resultate. 

Aus den bis jetzt angefiihrten Versuchen kann man erkennen, dal 
man es mit zwei ganz voneinander verschiedenen Giften zu tun hat, 
und da®B die Entstehung der beiden Toxine hauptsachlich vom Zucker- 
gehalt des Nahrmediums abhingt. In Nahrbéden mit hohem Zucker- 
zusatz produziert der Fraenkelbacillus nur ein akut wirkendes, in Nahr- 
béden mit geringem Zuckergehalt ein nach gewisser Inkubationszeit 
wirkendes Toxin. Um festzustellen, welche Zuckermengen nétig sind, 
um das akute einerseits und das echte andererseits zu gewinnen, habe 
ich mit verschiedenen Zuckerzusaitzen in Nahrbouillon, die mit frisch- 
steril entnommenen Muskelstiickchen versetzt war, Versuche gemacht. 
Ich verwendete Zuckerzusitze von 0,01 —2°, Fraenkelstamm 177 und 
Giesbach. 

Tabell> IV. 


Zucker- 


Stamm 177 Si:amm Giesbach 
gehalt 
0,01% Maus 15 g 0,4 nach 3 Std. tot Maus 15 g 0,5 nach 1?/, Std. tot 
ss A gg OE = i a Oe. Kia a 
we bees Cee we. * Org a w- ee Oe 4 32 ia “oe 
i a SP SF. SOS ss om’ bie O.,. 4 we ee 
so) Ege Oe Sy Oe ie oes 
»  I12.,, 0,05 lebt. 
0,02% Maus 14 g 0,3 nach 4 Std. tot Maus 13 g 0,4 nach 1 Std. tot 
i Ee Oe Ts So (5c GS. 4. Sa 
a» Bs GFN i) ee OF wp 


PA 2,.@i ., & 
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Tabelle IV (Fortsetzung). 
Zucker 


gehalt Stamm 177 Stamm Giesbach 

0,059, Maus 13 ¢ 0,3 nach 3 Std. tot Maus 14 g 0,4 nach 2 Std. tot 
a LF ie Bt Pa aa BPE |e, ae a ies 99 
A Fea Oe i oy Ve Serie ehh. aa igh 

gre? RE sg SO rad trey 

0,1% Maus 13 ¢ 0,3 nach 6 Std. tot Maus 15 g 0,4 nach 4 Std. tot 
re) > eee, | | ae is VE a ee ge as 
oe Tee ss ae ae: ee ere. ee 

mt 12 ;, 0,1 debs. 

0,2% Maus 15 g 0,4 nach 8 Std. tot Maus 17 g 0,4 nach 4 Std. tot 
io Pe RRS SRO ho GS oe: oe) ere rear 
Pa ee ee, | Dees ve AD. 55 2 lot 
om 15 ,, 0,1 lebt. 

0,5% Maus 13 g 0,5 nach 2’ tot Maus 17 g 0,5 nach 1’ tot 
Re ee a SAR, es aa 
sp te ces | ES 5s Usk Ue 
yy 258% Of ene. 

1,0% Maus 15 g 0,5 sofort tot Maus 13 g 0,7 sofort tot 
a 14 ,, 0,3 nach 2’ tot »» 12 ,, 0,2 nach 9 tot 
bp RG. GRE SS Steen, 0) ae Balt 

erholt sich, lebt 

2,0% Maus 15 g 0,4 nach 2’ tot Maus 17 g 0,4 nach 2’ tot 
eee ek ee ee eee Pier; a ee ae 
a 12 ,, 0,2 ohne Ersch., lebt ced RA ee 


Aus diesen Resultaten ist zu ersehen, daB die Grenze bei dem sich 
bildenden akuten und echten Toxin bei einem Zuckergehalt von 0,5°% 
liegt, und da ich im spiteren Versuch mit Stamm Giesbach bei 0,5% 
Zuckerbouillonmuskelkultur meistens nur akutes, aber einige Male 
auch echtes Toxin gefunden habe, mu’ man besser sagen, daB die Grenze 
nicht immer konstant, sondern unter gewissen Bedingungen ziemlich 
schwankend ist. Bei 1 proz. Zuckergehalt habe ich aber niemals echtes 
Toxin gefunden. Es war nun von groBem Interesse, in ein und derselben 
Kulturfliissigkeit zu gleicher Zeit die beiden Toxine nachzuweisen. 
Zu diesem Zweck habe ich 0,3 proz. Zuckerbouillon -+- Muskel mit 
Stamm Giesbach beimpft. 

Versuch 7. 
Maus 14 g 0,4 intrav. gleich krank, tot nach 3’ 


pb Re ie OS. os tot nach 2’ 
Ce a ke tot nach 4 Stunden 
ff OTE GOL 5, tot nach 12 Stunden. 


Das Filtrat !/, Stunde auf 70° erhitzt. 


Maus 15 g 0,4 nach 3’ tot 
» 14,, 0,3 nach 2’ tot 
» 13, 0,2 ohne Esrcheinung, lebt 
» 12,, 0,1 ohne Erscheinung, lebt. 
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Um nachzuweisen, dab es sich bei dem oben angefiihrten Toxin 
wirklich um ein spezifisches echtes handelt, habe ich mit Fraenkel- 
pferdeserum, Normalpferdeserum, Odemhammelserum urd Normal 
hammelserum Versuche angestellt. 

Fraenkeltoxin mit Fraenkelpferdeserum und Normal- 

pferdeserum. 
0,1 proz. Zuckerbouillon-Muskelkulturfiltrat vom Stamm 135. 


Versuch 8. 


Maus 15 g 0,4 Toxin + 0,02 Fraenkelserum intrav., lebt 
on ee AS si + 0,02 a i és 
wa es U2 Re +. 0,02 - mA » 
a tee eS me 0,02 « 
Kontrollen: 
Maus 15 g 0,4 Toxin intrav. nach 2 Std. tot 
~ Wa SS ‘3 a 7 a 
~» +, OF a ” be WE a as 
ne Saeed ON ie i ms | heer 
Maus 15 g 0,4 Toxin -} 0,02 Normalpferdeserum intrav., nach 3 Std. tot 
: 10 ee a + 0,02 99 9 am BS & 99 
a9 a fg OLB ees + 0,02 5 Pr ak a Se 
ak 5 Ot o +. 0,02 ia Pe » lebt. 


Hierauf wurde das Verhalten des Frinkeltoxins gegen Odem- 
antitoxin vom Hammel und Normalhammelserum untersucht. 
Die neutralisierende Wirkung des Odemserums gegen Odemgift wurde 
vorher gepriift. Es neutralisiert 0,025 cem Odemserum die 10fach 
minimale letale Dosis, wiihrend die gleiche Menge des Normal- 
hammelserums vollig unwirksam blieb. 

Versuch 9. 
Filtrat der 0,1 proz. Zuckermuskelbouillonkultur, Stamm 135. 
Maus 15 g 0,4 ccm Filtrat + 0,05 Odemserum intrav., nach 3 Std. tot 


ae) gee eee os 1. 0,05 uP “ fas oS « ne 
< Sec Ge “ss za +. 0,05 As a - | i “s 
“ee ae 4, % + 0,05 Pa 99 eee 

Maus 15 g 0,4 ccm Filtrat + 0,05 Norm.-Hammelser. ive., nach 2!/, Std. tot 
ge RE OB % ‘9 + 0,05 9 %” a es 
mes! ee me + 0,05 a 99 » ” ” 
= Mite Sl. a » + 0,05 - » _ lebt. 


Mit dem Fraenkeltoxin Stamm Giesbach wurde ein noch deut- 
licheres Resultat erzielt. 
Versuch 10. 
0,01 proz. Zuckermuskelbouillonkultur, Filtrat Stamm Giesbach. 
Maus 15 g 0,5 cem Filtrat + 0,01 Fraenkel-Pferdeser. intrav., lebt 


gs. (16,5 OB 5 es +- 0,02 ” 9 o” ” 
a> ee 9s + 0,01 - ” ” ” 
» 13,,0,4 ,, » + 0,02 *” ” 9 - 
oo Oy, OZ 5, ” +- 0,01 ” ” ” ” 


i, arm aa. foe s a “ 
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0,5 cem Filtrat +- 0,01 Norm.-Pferdeser. intrav., nach 2 Std. tot 
G6. 4 ee a - i Bs ahd 
0,4 + 0,01 a ‘> ree 
0,4 + 0,02 ‘6 9 oo ae ae 
O38 s + 0,01 nA ” a ae . 
OF sy bs + 0,01 5 ss ig “Gh 
} ae 9 tL 0,01 99 99 » 
Maus 15 g 0,5 cem Filtrat intrav., nach 1'/, Std. tot 

we re, ee ~ Ks be TEES oe Ce 

se AD  E 5 os ia 2 

so Sg Oe 55 ” a s & 

tes ort See o ‘9 » 40 - 


Ferner wurde auch mit 0demantitoxin vom Hammel und Nor- 
malhammelserum ein Versuch angestellt. 


Versuch ll. 


Filtrat 0,1 proz. Zuckermuskelbouillonkultur Fraenkelstamm Giesbach. 


S 


Maus 15 g 


0,4 ccm Filtrat + 0,05 


0,4 ccm Filtrat 


ae ae 
» 2 32 
. (eS ae 
Maus 15 g 

ae | arety 
ys cr ei ae 
op RE eae 

Dieselben 


” ” 


” ” 


” 


” ” 


” ” 


Resultate ergaben Versuche mit 0,01 
bouillonmuskelkulturfiltraten von Fraenkelstamm 177, 


Odemserum intrav., nach 2 Std. tot 


+ 0,05 Serum $s peg 

+ 0,05 ,, o- aie oe 

0,05 ,, anaes 

+ 0,05 Normalhammelser. intrav., n. 11/, Std. tot 

+ 0,05 ” 9 rae 9 

+ 0,05 %» ” cm (MD 
0,05 9 9 » 40 ” 


0,2 proz. Zucker- 
133 und 276. 


Diese Versuche liefern zugleich den Beweis, daB der Bacillus 
phlegmonis emphysematosae Fraenkel nichts mit dem 


Odembacillus 


Zu 


tun 


hat. Auch auf Grund umfangreicher 


Studien tiber das morphologische und biologische Verhalten zahlreicher 
Kulturen kann ich mich nicht der Meinung derjenigen Autoren anschlie- 
Ben, die sich fiir die Einheitlichkeit der Gasbranderreger ausgespro- 
chen und angenommen haben, das unbewegliche Typen in beweg- 
liche tibergehen kénnen!). 

Aus den hier angegebenen Versuchen kénnen wir weiterhin mit 
gréBter Wahrscheinlichkeit schlieBen, daB wir echtes Fraenkeltoxin in 
der Hand gehabt haben. Nun bedarf es noch der Priifung, ob es sich 
bei dem akut wirkenden Gift um ein echtes Toxin handelt, d. h. ob es 


von 
Versuche: 





Anti-Fraenkelserum 


neutralisiert wird. Dazu dienten folgende 


‘) Schattenfroh und Grassberger, Miinch. med. Wochensch. 1900, Nr. 30 


u. 31. 


Wochenschr. 1917. 





Conradi und Bieling, Miinch. med. Wochenschr. 1916. 


Berl. klin. 


Kolle- Ritz-Schlossberger, Med. Klinik 1918, Nr. 12. 
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Versuch 12. 
Filtrat von | proz. Traubenzuckermuskelbouillon, Fraenkelstamm 177, wurde mit 
verschiedenen Seren gepriift. 


Maus 18 g 0,3 ccm Filtrat + 0,02 Fraenkelserum intrav., nach 2’ tot 
Pee eg: eee = + 0,03 - ™ iovt Stee 
i Re EP os ss + 0,02 ‘i - op. aie 
See eT Pee + 0,03 - vs » £ 
ae Gees ie i. +. 0,02 ‘3 ie lebt. 

Maus 15 g 0,3 ccm Filtrat + 0,02 norm. Pferdeser. intrav., nach 2’ tot 
bags) WR: ie 3 + 0,08 _,, J u Ps ike 
~ Shas Ge: w xt +-0,02  ,, ” 6 Lo PMB, 
a ae ci + 0,03 ,, és - vac es 
a oe | a ” +0,02 ,, a ra lebt. 

Kontrollen: 

Maus 16 g 0,3 cem Filtrat intrav., nach 2’ tot 
ee | a ee oe se mittee 
se es OO, i ate .» 1’ krank, Atemnot, erholt sich nach 


1/, Stunde, lebt 
» 14, 90,1 ,, o» » lebt. 


2 


Mit Odemhammelserum und Normalhammelserum erhielt sich dasselbe Re- 


sultat: 


Maus 15 g 0,3 cem Filtrat + 0,05 Odemserum intrav., nach 2’ tot 


» 15,,03 4, 5 + 0,1 9 ” > 2% 
” 14 ” 0,2 ” ” t 0,05 ” ” ” 4’ ” 
» Me GS. oe 9 +- 0,1 ” ” - 


Wiederholte Versuche sind mit Filtraten von | proz. und 2 proz 
Zuckermuskelbouillonkulturen vom Stamm 133, 135, 276 und Gies- 
bach und 2proz. Zuckerbouillonkreidekultur vom Stamm 133 und 
135 gemacht worden. Aus diesen Versuchsresultaten ist es klar er- 
sichtlich, daB das akut wirkende Gift mit dem anderen echten 
Toxin in keiner Beziehung steht. Es ist koktostabil, nicht neu- 
tralisierbar von Immun- und Normalserum und behilt seine Wirksamkeit 
wochenlang, wie ich oft beobachtet habe, und die Wirkungsweise ist 
dem echten Toxin ganz entgegengesetzt. Es tétet eine Maus blitzschnell, 
wenn es intravendés eingespritzt wird, und bildet eine scharfe Grenze zwi- 
schen der untertétenden Dosis, wihrend das andere unter bestimmter 
Inkubationszeit auf Tiere wirkt und einen allmahlichen Ubergang zur 
untertétenden Dosis bietet. 


Aus diesen Tatsachen ist es leicht verstindlich, daB von Wasser- 
mannsAnnahme sehr treffend ist, daB es sich hier bei dem akut wirken- 
den Gift nicht um das echte Toxin handelt, sondern vielmehr um ein 
Stoffwechselprodukt des Fraenkelbacillus, welches sich alkaloidahnlich 
verhilt. 1916 schon hat Wassermann auf die Eigenschaft des hier 
in Rede stehenden Giftes aufmerksam gemacht, dal} man mit diesem 
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Stoff Tiere nicht immunisieren kann, und auch ich habe es nicht erreicht, 
mit dem Gift Immunserum zu gewinnen. Ich habe 3 Kaninchen mit der 
Kultur von 2 proz. Traubenzuckerbouillon + Kreide Stamm Giesbach 
vorbehandelt; jedem wurden 20 —40 ccm im ganzen intravends injiziert, 
aber bis jetzt hat das zur Probe entnommene Serum keine Neutrali- 
sierungswirkung gegen die akuten und echten Toxine gezeigt. Auch ich 
vermutete, daB das akute Gift die von A. v. Wassermann ange- 
nommene molekulare Zusammensetzung besitzen miisse, und von diesem 
Gesichtspunkt aus schien es mir méglich, diese Substanz durch Dialyse 
trennen zu kénnen, und tatsichlich ist es mir gelungen. 

Zur Dialyse habe ich Abderhaldensche Hiilsen von der Firma 
Schleicher & Schill benutzt. Die hier verwendeten Hiilsen sind 
vor dem Gebrauch mit 5 proz. Eiweiblésung auf die Undurchlissigkeit 
der kolloidalen Substanz von mir gepriift worden. Die Hiilsen wurden 
in sterilem destillierten Wasser aufbewahrt und vor dem Versuch 
wiederholt mit sterilem destillierten Wasser griindlich gespiilt ; die hierzu 
gehérigen Utensilien wurden im Trockensterilisator keimfrei gemacht. 
In die Hiilsen habe ich mit steriler Pipette 3—5 ccm Filtrat eingebracht 
und auBerhalb der Hiilse den Kolben so weit mit destilliertem Wasser 
gefiillt, bis die gleiche Héhe mit dem in der Hiilse befindlichen Filtrat 
hergestellt war. 

Die innen und aufen_ befindliche Fliissigkeit wurde mit einer 
ca. 05cm hohen Toluolschicht bedeckt und dann 24-48 Stunden in 
den Eisschrank gestellt. Nach bestimmter Zeit wurde die Hiilse mit 
einer sterilen Pinzette herausgenommen und der Inhalt in ein steriles 
Reagensglas gegossen, das obenstehende Toluol mit steriler Glas- 
capillare durch Wasserluftpumpe abgesogen und in einer sterilen Petri- 
schale zum Verdampfen einige Stunden in den Brutschrank gestellt. 
Dann wurden von der Fliissigkeit 2—3 ccm abgemessen und eine genau 
abgewogene Menge NaCl in Substanz bzw. konzentrierter Lésung zu- 
gesetzt, bis das hier vermutlich isotonisch gewordene innere Filtrat 
wieder 0,85°%, NaCl enthalt. 


Versuch 13. 


0,1 und 0,01 proz. Zuckerbouillonkulturfiltrat, Stamm 135, 177 und Giesbach 
36 Std. dialysiert. 


Maus 14 g 0,4 ccm 0,19 Z.B.M.K. St. 135 intrav., nach 3 Std. tot 


ft ag DED ws ss - 1. 5 =f 6 Aki 
oe: WN A cen SO ws LEP 00 Pr a ee 
a pe age ai a 
9 ee Oe OI ra Giesb. _,, a ahr Bae 
op AO bs Oe ay ORR ” ” » %» set ly 


— 
. 
. 
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” 13 ” 0,2 ” 0,01% ” ” ” ” 
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Kontrollen: 

Maus 14 g 
on Shs Oye 
os. 20 ce. &S 
a 3S i Oe 
» 4, OF 
opi: A 4 OD 
»: 33508 





Maus 14 g 
sa RO ee 
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ae! 
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wo By 
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Kontrollen: 

Maus 14 ¢ 
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0,4 cem 0,1 proz. Z.B.M.K. 


0,1 
0,1 
0,1 
0,1 
0,1 
0,1 


Versuch 14. 


den Bae. 


0,5 cem- 0,5 proz. Z.B.M.K. St. 
0.6 
OD 


0,3 
0,4 


0,6 
0.4 
0,6 
0,4 


0,6 
0,4 
0,6 


0,3 
0,3 
0,3 
0,4 
0,3 
0,4 
0,3 
0,4 
0,3 
0,4 
0,3 
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135 intrav., nach 4 Std. tot 


135 

177 
77 

Giesb. 


” 


Pr 


” 


Pr 


3 
a 
2 
2 


) om ” 


Wiahrend bei dem echten Toxin durch Dialyse keine nennenswerte 
Abstumpfung oder Verminderung bemerkbar ist, verliert das akute 
stets seinen wirksamen Bestandteil, wie aus folgendem Versuch er- 
sichtlich ist. 


135 intrav., o. Ersch., lebt 


135 


” ” 


177 intrav., sofort Schwiache, 
erholt sich nach '/, Std., lebt 
177 intrav., o. Ersch., lebt 

177 intrav., '/, Std. auf 100 
erhitzt u. dialysiert, o. Ersch., 


lebt 


177 desgl. 
276 intrav., o. Ersch., lebt 


276 


. ” 


Ciesbach intray., o. Ersch., 


lebt 


desgl. 


133 intrav., o. Ersch., lebt 
133 intrav., voriibergehende 
Schwiache, lebt. 


0,5 proz. Z.B.M.K. St. 135 intray., nach 2’ tot 
OS -.., a ae | ee a oe 
| se i at PR os ’ 2 

l “4 oe is ee ss a 
dasselbe Filtrat, auf 100° erhitzt és Y 4 
dasselbe Filtrat, auf 100° erhitzt Fa : an 
0,5 proz. Z.B.M.K. St. 276 intrav., ., : 


0.5 


Pr 


276 


Giesb. 


” 


” 


bo bo te 


~ 


to 
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Daraus ist ersichtlich, daB das akute Gift durch Dialysiermem- 


branen hindurchgeht. Um es noch genauer festzustellen, habe ich eine 
gewisse Menge (20 —30 ccm) der auBerhalb der Hiilse stehenden Fliissig- 
keit abgemessen und in einer Petrischale im Faust-Heimapparat bei 
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ca, 37° eingedampft, den hierdurch erhaltenen trockenen Riickstand 
mit entsprechender Menge 0,85 proz. Kochsalzlésung auf die urspriing- 


35 
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liche Menge, die vorher in der Hiilse enthalten war, gelést. Damit 
wurde eine Reihe von Mausen intravenés injiziert. 


Versuch 15. 
Riickstandlésung des Filtrats von 2 proz. Zuckerbouillonkultur Stamm 133. 


Maus 15 g 0,5 cem Riickstand des Dialysates intrav., sofort Krampf, n. 2’ tot 
» 45 OA, Pm os 99 ” " ” a oe 
ny ke ay eo m ee *” s voriibergehende Schwiiche 


erholt sich, lebt, 
Riickstandlésungen des Filtrats 0,5°( Z.B.M.K. Stamm 276 
2%, ey mn Giesbach. 


Pry ” ” 


Maus 15 g 0,4 ccm Riickstand des Dialysates 276 intrav., ohne Ersch., lebt 


peo A a OB. - - de 276 ~=«,,_~—s nach 2’ tot 

eS ee os a i Giesb. ,, sofort Schwiche, 
Krampf, erholt sich, 
lebt 

on RR gp OB us ~ 9 vs es és sofort Krampf, 
Schwiiche, nach 1’ tot 

Kontrollen: 

Maus 15g 0,4 cem Riickst. d. Dialysat. 2 proz. Z.B.M.K. St. 133 intray., n. 2’ tot 
yy OR Oe O'S 3 ns - eras ‘st Sl NS de oe Meas 
ROR 5 5 iS sR; ie? gee ae ee ee ogy 
(Bear ak o ve “ ming. Fe ee ere Lee 


Obgleich die hier akut tétende Wirkung der auBenstehenden Fliissig- 
keit etwas vermindert erscheint, kann man ohne weiteres aus den Ver- 
suchen ersehen, daB die akut tétende Substanz sicher durch die Hiilse 
dringt und auBerhalb derselben ohne deutliche Abschwiichung erhalten 
bleibt. 

Aus all diesen eben angefiihrten Versuchen ergibt sich, da’ das 
akut tétende Gift wohl als ein Aminogift oder als ein alkaloid-ahn- 
liches Gift, im Sinne wie dies Brieger beschrieben hat, aufzufassen 
ist, und es diirfte interessant sein, chemisch diese Substanz zu isolieren, 
was vielleicht gelingen diirfte, da sie sehr widerstandsfihig ist. Wahr- 
scheinlich steht die Produktion dieser Substanz mit dem Kohlenhydrat- 
stoffwechsel in Zusammenhang, wofiir gewisse interessante Befunde 
sprechen, die A. v. Wassermann und Ficker machten, die ich weiter 
verfolge und in einer weiteren Arbeit ver6ffentlichen werde. 

Was das Verhalten des Himolysins angeht, so konnte ich beob- 
achten, daB die Produktion spezifischen Himolysins mit dem echten 
Toxin in einem sehr nahen Zusammenhang steht. Es ist namlich die 
Produktion dieses Giftes ebenfalls gebunden an das Wachstum des 
Fraenkelbacillus unter solehen Bedingungen, welche ihm die volle Ent- 
faltung seiner pathogenenWirksamkeit gestatten. Wiichst der Fraenkel- 
bacillus durch zu viel Kohlenhydratdarbietung saprophytisch, so erzeugt 
er nicht das echte Gift, sondern im Kohlenhydratstoffwechsel ein dialy- 
sierbares, demnach im Molekiil stark abgebautes Gift. Der Fraenkel- 
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bacillus hat also, wenigstens in Kulturen, wenn ich so sagen darf, ein 
pathogenes und ein saprophytisches Leben. Welches von beiden er 
fiihrt, hiingt absvon der Menge der Kohlenhydrate. Man gewinnt den 
Kindruck, daB der Fraenkelbacillus in erster Linie sich von den Kohlen- 
hydraten niihrt und nur, wenn diese so gering sind, dal} sie fiir ihn nicht 
ausreichen, auch die stickstoffhaltigen Substanzen des Niahrbodens 
angreift, aus denen er die echten Gifte zu bilden scheint. Von welcher 
Zusammensetzung das akute Gift ist, wissen wir nicht. Ob es nur 
durch die Zuckervergiirung gebildet wird oder ob noch andere Vor- 
giinge hierbei eine Rolle sp‘elen bedarf weiterer Untersuchung. Jeden- 
falls ersehen wir, daB fiir die pathogene Wirksamkeit des Fraenkel- 
bacillus die Zusammensetzung des menschlichen Muskels mit seinen 
geringen Kohlenhydratmengen und seinen groben stickstoffhaltigen 
Mengen die optimalen Bedingungen fiir seinen pathogenen Lebenskreis- 
lauf darbietet, und da®B aus diesen rein chemischen und physikalisch- 
chemischen Ursachen der Muskel der Ort der Wahl fiir das parasitiire 
Leben des Fraenkelbacillus im lebenden tierischen oder menschlichen 
Organismus sein wird. 

Ziehe ich die SchluBfolgerung aus meiner Arbeit, so ergibt sich 
folgendes : 

1. Der Fraenkelbacillus produziert zwei voneinander verschiedene 
Gifte, ein echtes, was nach gewisser Inkubationszeit, und ein akutes, 
was sofort tétet. 

2. Die Entstehung dieser beiden Gifte ist hauptsiichlich abhiingig 
von dem Zuckergehalt des Nihrmediums. Enthiilt das letztere viele 
Kohlenhydrate, so bildet sich das akute Gift, fiigt man geringe Mengen 
Zucker hinzu, so erhilt man das echte Toxin. Zu erwihnen sei hier 
noch, daB bei geringem Zuckergehalt, sofern frische Muskelstiickchen 
zugesetzt sind, kein schlechteres Wachstum erzielt wird. 

3. Die Grenze des Zuckergehalts, bei der ein echtes oder ein akutes 
Gift gebildet wird, liegt mit geringen Schwankungen ziemlich konstant 
bei 0,5°%, Traubenzucker. In dem mehr als 0,5°( zuckerhaltigen Medium 
kann man hauptsiichlich nur ein akutes Gift finden, wihrend in dem 
weniger zuckerhaltigen stets ein echtes Toxin nachweisbar ist. 

4. Das echte Toxin ist thermolabil, nicht dialysierbar, aber mit 
Fraenkelserum zu neutralisieren. Das akute Gift hingegen ist thermo- 
stabil und nicht durch Immun- und Normalserum neutralisierbar. 

5. Durch die Dialyse ist es méglich, beide Gifte voneinander zu 
trennen. Wihrend das echte Toxin in der Hiilse zuriickbleibt, ohne an 
Toxingehalt einzubiiBen, kann man in der Aubenfliissigkeit durch 
geeignetes Verfahren das akute Gift nachweisen. 








Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration im Harn mit 
Indikatoren. 


Von 


Adolf Silberstein. 
(Aus der Medizinischen Poliklinik der Universitat Halle a. 8.) 
(Eingegangen am 10. Januar 1922.) 


Will man in Verfolgung moderner klinischer Fragestellungen die 
Wasserstoffzahl des Harns bestimmen, so scheidet die Gaskettenmethode 
wegen ihrer Umstiandlichkeit und Empfindlichkeit gegen  geringe 
Ammoniakmengen aus, vielmehr kommt hierzu nur die Indikatoren- 
methode nach Sérensen in Betracht. Letztere war urspriinglich nur 
fiir farblose und klare Fliissigkeiten gedacht. Um sie auch bei gefarbten 
und triiben Fliissigkeiten anwenden zu kénnen, gab Sérensen (diese 
Zeitschr. 21, 139. 1909 und 22, 352. 1909) folgende Vorschriften: Den 
Vergleichslésungen ist mit Hilfe von Bismarckbraun derselbe Farbton 
zu verleihen, wie ihn die Versuchslésung besitzt; um unvermeidliche 
kleine Unterschiede zu verdecken, sind reichliche Mengen der Indikator- 
lésung zuzusetzen; fiir den Fall der Triibung der Versuchsfliissigkeit 
ist den Vergleichslésungen eine ahnliche Triibung zu verleihen durch 
Zusatz einer Bariumsulfataufschwemmung. 

Fiihrt man die Bestimmung der Wasserstoffzahl des Harns auf obige 
Art aus, so stéBt man schon bei der Fairbung der Vergleichslésungen 
mit Bismarckbraun auf Schwierigkeiten. Es gelingt zwar meist, eine 
Identitat zwischen den Vergleichslésungen und dem Harn in bezug auf 
die Farbintensitiét, d. h. die ,,Helligkeit*‘ herbeizufiihren ; jedoch gelingt 
dies nur in den seltensten Fallen auch beziiglich der Farbqualitat, der 
,, Nuance“. Man vermag in solchen Fallen nicht, den gelben oder griinen 
Unterton des Harns mit dem rein braunen Farbton der Bismarck- 
braunverdiinnung in Beziehung zu setzen. Da auBerdem eine Auf- 
lésung der gleichen (abpipettierten) Menge Bismarckbraun in 10 ccm 
der Vergleichslésung jedesmal einen anderen Farbton (Nuance) gibt je 
nach dem py der Vergleichsfliissigkeit, auch innerhalb der fiir die Harn- 
bestimmung meist in Frage kommenden Wasserstoffionenkonzentration 
Py = 5 bis py = 7, so geniigt es nicht, bei einer Vergleichslésung den 
erforderlichen Bismarckbraunzusatz durch Vergleich mit dem genuinen 
Harn festzustellen, vielmehr muB man jede der z. B. 12 Vergleichs- 
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lésungen einzeln farben, indem man nach Zusatz je eines Tropfens 
Bismarckbraun umschiittelt und vergleicht; eine Prozedur, die geeignet 
ist, die Methode vollstindig ihrer urspriinglichen Bequemlichkeit und 
schnellen Ausfiihrbarkeit zu berauben. 

Gelingt es nun in einigen Fallen doch, annihernde Farbeniiber- 
einstimmung zwischen genuinem Harn und Vergleichslésungen zu er- 
zielen, so sieht man sich vor der neuen Schwierigkeit, in dem (wenn auch 
ungetriibten) Harn und der gefirbten Vergleichsfliissigkeit die bei 
Indikatorzusatz auftretenden feinen Farbunterschiede festzustellen. Auf 
die Feststellung gerade der feinen Unterschiede aber kommt es an, 
wenn man die im Vergleich zur elektrometrischen geringe Scharfe der 
colorimetrischen Methode nicht noch mehr verringern will. Versucht 
man nun — nach Sérensens Vorschrift — durch Zugabe etwas reich- 
licherer Indikatormengen die ungenaue Farbung der Vergleichslésungen 
zu verdecken, so wird die Gelbfairbung (bei Benutzung von p-Nitro- 
phenol) so kraftig, da man auch bei weit in bezug auf ihren p, aus- 
einanderliegenden Phosphatlésungen (,,0° und ,,3°°) kaum noch an- 
geben kann, welche heller, welche dunkler ist; damit ist natiirlich eine 
Moglichkeit der Einrangierung des Harns in die Reihe der Vergleichs- 
lésungen nicht mehr gegeben. 

Ist es dagegen nicht gelungen, cine Ahnlichkeit der Farbqualitiat 
des genuinen Harns und der Vergleichslésungen herzustellen, so wird 
man in der Bewertung der bei Zusatz von Indikatorlésung auftretenden 
Farbung noch unsicherer, die Fehlerméglichkeiten steigen noch mehr. 
Man muB in diesen Fiillen von der Farbqualitiét absehen, mul die 
Nuance zu trennen versuchen von der Helligkeit, die man den 
Fliissigkeiten durch den Indikatorzusatz verliehen hat und auf deren 
Vergleichung allein es ankommt; ein so schwieriges Unternehmen, dal 
auch zwei in der Methode geiibte und farbentiichtige Beobachter unter 
solchen Umstinden nicht das gleiche Resultat erhalten. 

Hat man es mit triibem Harn zu tun und triibt, wie oben angegeben, 
die Vergleichslésungen kiinstlich mit BaSO,, so ist vorauszusehen, 
da®B sich noch ein neuer Faktor gesellt zu den obengenannten, die die 
Bequemlichkeit, die schnelle Ausfiihrbarkeit und besonders die Ge- 
nauigkeit der Methode, wenn sie auf den Harn angewandt werden soll, 
zu beeintrachtigen geeignet sind. Es handelt sich weniger um Salz- 
wirkung, die die py, beeinflussen kénnte, als um die Unmédglichkeit, in 
mehr oder weniger getriibten Fliissigkeiten feine Farbunterschiede 
festzustellen. 

Kommen nun die obengenannten vier Fehlerquellen zusammen, 
wie es manchmal der Fall ist, so wird man nicht nur ein falsches Ergebnis 
erhalten, sondern man wird in manchen Fallen von der Methode Abstand 


nehmen miissen, da es gar nicht méglich ist, ein Resultat zu erhalten. 
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Auf Anregung von Herrn Prof. Dr. Straub habe ich deshalb die 
Frage gepriift, ob es nicht méglich ist, alle geriigten Fehlerquellen zu 
vermeiden, indem man den zu untersuchenden Harn zuvor durch 
Schiitteln mit Tierkohle und Abfiltrieren von dieser klirt. 

Diese Modifikation wiire nicht anwendbar, wenn die negativ ge- 
ladenen Teilchen der Kohlenaufschwemmung die positiven Ionen der 
Salzlésung auf ihrer Oberfliche fixieren wiirden. Es wiirde sich dann 
um eine ungleiche Adsorption verschieden geladener Teilchen handeln ; 
die Wasserstoffzahl des Harns wiirde in diesem Falle vor und nach der 
Ausschiittelung mit Tierkohle eine andere sein. 

Wie weit dieses Bedenken beim Harn ins Gewicht fallt, war zu priifen. 

Untersuchungen von L. Michaelis und P. Rona (Diese Zeitsch. 94, 240. 1919 
und 9%, 57. 1919) stellten bei der Untersuchung der Adsorption der Elektrolyte 
durch Tierkohle fest, da Anion und Kation stets in aquivalenten Mengen adsorbiert 
werden (soweit die Fehlergrenzen der chemischen Analyse dies zu behaupten ge- 
statten), da bei Adsorption des Kations die elektrisch aiquivalente Anionenmenge 
durch elektrostatische Zugkrifte festgehalten wird: es gibt also nur eine ,,Aquiva- 
lentadsorption’’. Alle scheinbaren Abweichungen von diesem Gesetz sind auf die 
Verunreinigungen der Kohle zuriickzufiihren. Daher ist die Kohle als Adsorbens 
vorziiglich geeignet. 

Michaelis und Rona sehen die Adsorptionsverhaltnisse als einen Beweis 
dafiir an, daB die Krafte, die die Adsorption veranlassen, nicht der Oberflache der 
Kérper innewohnen; denn sonst miiBte jedes Kohlenteilchen ein positives Ion an 
sich ziehen. Vielmehr ,,beruhen diese Adsorptionen auf chemischen Affinitiaten, 
welche nicht erst mit der Oberflache entstehen, sondern dem Stoff des Adsorbens 
anhaften, die aber infolge der Unléslichkeit des Adsorbens nur an der Oberflache 
desselben zur Wirkung gelangen“. 

Diese Eigenschaften der Tierkohle als Adsorbens erkliren dieselben Autoren: 
.,Der Kohlenstoff ist der elektroneutralste Kérper, den es gibt; er steht ganz zen- 
tral in der ersten Reihe des periodischen Systems der Elemente und verbindet sich 
wie kein anderes Element ohne auffillige Bevorzugung ebensogern mit Atomen 
von elektropositivem wie negativem Charakter. So adsorbiert auch der Kohlen- 
stoff mit gleicher Leichtigkeit positive wie negative Ionen. Es ist héchstwahr- 
scheinlich, da8 der Kohlenstoff gegen Wasser iiberhaupt kein bestimmtes elektri- 
sches Potential besitzt, sondern daB sein Potential von Ionenbildnern vorgeschrie- 
ben wird, und daher ein ,,Adsorptionspotential® ist. Der Kohlenstoff selber hat 
niemals die Tendenz, Tonen zu bilden.“* 


Diese theoretischen Vorstellungen scheinen dafiir zu sprechen, dab 
der Anwendung der Tierkohle bei der Adsorption der Farbstoffe des 
Harns nichts im Wege steht, daB also die Wasserstoffzahl durch die 
Prozedur nicht geindert wird. Der Harn wird mit ,,Carbo medic. 
Merck“ ausgeschiittelt, dann filtriert; das Filtrat wird dann zwecks Be- 
stimmung der Wasserstoffzahl nach Sére nse n so weiter behandelt, wie es 
die colorimetrische Methode fiir klare, farblose Fliissigkeiten vorschreibt. 

Die Nachteile dieser Modifikation sind einmal in dem Prinzip der 
Methode als einer colorimetrischen begriindet, wie das oben schon dar- 
gelegt wurde dieser Nachteil ist nicht gréBer als bei der urspriing- 
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lichen Methode; andererseits in der Unbequemlichkeit, den Harn erst 
mit Tierkohle ausschiitteln und filtrieren zu miissen; iibrigens geniigt 
es, den genuinen Harn durch ein reichtich mit Tierkohle beschicktes 
Filter durchlaufen zu lassen; das Filtrat ist nach ein- bis zweimaligem 
Filtrieren klar und hell. 

Nun zu den Vorteilen: Der Fortfall der oben dargelegten umstand- 
lichen und ungenauen Fiarbung jeder einzelnen Vergleichslésung mit 
Bismarckbraun, und infolgedessen die Méglichkeit, mit derselben Reihe 
von Vergleichsfliissigkeiten falls man zwischen den Untersuchungen 
nicht mehr als eine halbe Stunde verstreichen laBt, da sonst die Indi- 
katoren verblassen mehrere Urine auf ihre Wasserstoffzahl gleich- 
zeitig zu untersuchen was vorher wegen der verschiedenen Farbe 
jedes Harns nicht méglich war stellen einmal einen nicht geringen 
Zeit- und Materialgewinn dar und erméglichen es andererseits, dic 
Methode auch auf Urine anzuwenden, die so dunkel sind, daB sich die 
Vergleichslésungen nicht auf denselben Farbton einstellen lassen, 
was besonders bei Tierharnen der Fall ist. 

Drittens ist die Genauigkeit der Bestimmung hochgradig gesteigert 
im Gegensatz zu der Bestimmung bei gefarbten und getriibten Vergleichs- 
lésungen; in den wasserklaren Lésungen sind feinste Unterschiede in 
Farbintensitat und -qualitat aufs genaueste wahrzunehmen. Die vorher 
starke Subjektivitat der auf den Harn angewandten colorimetrischen 
Methode wird durch die neue Modifikation derselben so verringert, 
das zwei Untersucher stets zu Ergebnissen kommen, die als innerhalb 
der Fehlergrenze gleiche zu bezeichnen sind. 

Um zu priifen, ob die theoretische Begriindung des Verfahrens zu- 
trifft und ob sich auf diesem vereinfachten Wege die Wasserstoffzah! 
des Harns zutreffend bestimmen laBt, wurde bei einer Anzahl mensch- 
licher und tierischer Urine die p, colorimetrisch bestimmt einmal nach 
der Originalmethode von Sérensen (Spalte I) und zweitens in einer 
mit Tierkohle geklarten Urinprobe (Spalte II): 


Kolorimetrisch 


im ungeklairten im geklirten Unterschied 
Harn Harn 
l. 6,37 6,41 L. O04 
2. 5,91 5.80 O11 
p. 5,29 5,29 - oO 
4. 6,24 6,19 0.05 
5. 6,10 6,10 +O 
6. 5,60 5,68 + 0,08 
‘La 6,19 6,24 L 0,05 
8. 6,03 6,10 t 0,07 
9. 5,50 5,50 + 0 
10. 6,00 5,95 0,05 
ll. 5,86 5,91 L 0,05 
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Kolorimetrisch 


im ungeklitten im geklarten Unterschied 
Harn Harn 

12. 6,095 6,095 + (0 
13. 6,09 6,025 — 0,065 
14. 6,00 6,00 + O 
15. 6,10 6,30 | 0,2 
16. 6,10 6,11 1 0,01 
ry. 5,60 5,60 + 0 
18. 6,10 6,10 + 
19. 7,37 7,40 tL 0,03 
20. 7,175 7,195 t 0,02 
21. 6,64 6,46 as 
22. 6,475 6,65 | 0,175 
23. 6,81 6,80 — 0,01 
24. 5,60 6,09 0,49 
25. 6,24 6,24 LO 
26. 5.91 5,86 0,05 
27. 5,60 5,60 + 0 
28. 5,445 5,38 0,065 
29. 6,00 6,00 + 0 
30. 5,20 5,255 L 0,055 
31. 5,50 5,68 - O18 
32. 6,61 6,56 0,05 
33. 6,68 6,65 0,03 
34. 6,362 6,465 t 0,108 
35. 6,06 6,02 — 0,04 
36. 5,60 5,66 L 0,06 
87. 5,90 5,86 — 0,04 
38. 7,40 7,20 — 02 
39. 5,91 5,95 L 0,04 
40. 6,09 6,00 0,09 


Bestimmung 28--30 an Diabetesharn, 3234 und 37 an Nephritikerharn 
ausgefiihrt. 

Sérensen stellt gelegentlich der Wertung seiner Indikatoren an 
die Genauigkeit der colorimetrischen Methode den Anspruch, da® ihre 
Resultate von denen der elektrometrischen Messung um nicht mehr als 

0,1 abweichen. Die meisten Bestimmungen obiger Serie unter- 
scheiden sich um weniger als diesen Betrag, sie stimmen also innerhalb 
der Fehlerbreite der Indikatorenmethode iiberein. Jedoch die Be- 
stimmungen 2, 15, 21, 24, 31, 34, 38 zeigen einen Unterschied beider 
Methoden, der gréBer ist als 0,1, naémlich im Héchstfalle — 0,49 (24), 
im Mindestfalle +- 0,2 (15) betrigt. Ist diese Differenz in den Resultaten 
der Ausdruck einer mangelnden Genauigkeit der neuen Modifikation ? 

Es ware denkbar, daB die Filtration mit Tierkohle den p, des Harns 
verandere. Die Brauchbarkeit der verwendeten Kohle fiir unsere 
Zwecke wurde daraufhin noch weiter gepriift: 

1. Durch Kochen CO,-frei gemachtes destilliertes Wasser behalt 
auch nach griindlicher Durchschiittlung mit Tierkohle seine urspriing- 
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liche H-lonenkonzentration; sowohl vor wie nach der Behandlung mit 
Kohle geben 10 cem des Wassers mit 2 Tropfen einer aufgekochten, 
noch heiBen Lackmuslésung nach Kubel und Tiemann (C. A. F. 
Kahlbaum) denselben Farbton, und zwar einen rein violetten, nicht 
etwa rotvioletten Farbton (Michaelis, Wasserstoffionenkonzentration, 
Berlin 1914). 

2. Wurden eine Reihe von aus primirem und sekundirem Phosphat 
hergestellten Lésungen von verschiedener Wasserstoffzahl vor und nach 
energischer Ausschiittlung mit Tierkohle und Filtrieren in gleicher Menge 
(10 cem) mit der gleichen Menge (2 Tropfen) p-Nitrophenol versetzt ; 
es erhielten dann je zwei Lésungen vor und nach der Behandlung genau 
die gleiche Farbintensitat. 

Da also sowohl salzfreies Wasser als auch Salzlésungen von irgend- 
einer Wasserstoffzahl in ihrem Gehalt an H-lonen durch Schiitteln mit 
Tierkohle nicht beeinfluBt werden, so entspricht die vorliegende Tier- 
kohle in ihrer Brauchbarkeit den gestellten Anforderungen. 

Die gr6Beren Unterschiede, die beide Verfahren bei den Bestimmun- 
gen ergaben, beruhen also nicht auf einer Unzulanglichkeit der neuen 
Modifikation, sie sind vielmehr darin begriindet, daB es bei diesen 
Urinen unméglich war, mit dem urspriinglichen Verfahren von Sére nse n 
die wahren Werte der Wasserstoffzahl zu ermitteln. Es handelte sich 
bei diesen Bestimmungen durchweg um sehr stark gefairbte Urine, und 
es entstanden uniiberwindliche Schwierigkeiten, den Vergleichslésungen 
den Farbton des genuinen Harns zu verleihen und nach Zusatz des 
Indikators die Stellung innerhalb der Indikatorenreihe zu ermitteln. 
Da nennenswerte Unterschiede im Ergebnis beider Verfahren nur dann 
auftraten, wenn das Ergebnis des urspriinglichen Verfahrens aus diesem 
(irunde ungenau war, darf die Anwendbarkeit der Modifikation als er- 
wiesen gelten. Sie beseitigt, wie diese Versuche lehren, eine manchmal 
uniiberwindliche Schwierigkeit beim Gebrauch der Indikatorenmethode 
und erweitert dadurch ihre Anwendbarkeit. 


Ergebnis. 

1. Bei Anwendung der colorimetrischen Methode zur Bestimmung 
der Wasserstoffzahl des Harns ist es zweckmaBig, den Harn vorher 
durch Ausschiitteln mit Tierkohle und Filtrieren farblos und klar zu 
machen. Die Wasserstoffzahl des Harns wird durch dieses Vorgehen 
nicht beeinfluBt. 

2. Die Schwierigkeit der Anwendung der Indikatorenmethode zur 
Bestimmung der Wasserstoffzahl gefirbter Fliissigkeiten kann durch 
diese einfache Modifikation iiberwunden werden. Das Verfahren be- 
deutet eine wesentliche Vereinfachung der Handhabung der Indikatoren- 
methode zur Bestimmung der Wasserstoffzahl des Harnes. 














Studien tiber qualitative Unterernahrung. 


I. Mitteilung 
Die Rattenheriberi. 


Von 


Franz Hofmeister. 
(Aus dem Chemischen Laboratorium des Pathologischen Instituts Wiirzburg 
(Eingegangen am 13. Januar 1922.) 
Mit | Abbildung im Text 


Die nachstehend mitgeteilten Untersuchungen hatten zum Endziel, 
den jetzt zumeist als B-Vitamin bezeichneten akzessorischen Nahrstoff 
darzustellen, dessen Mangel die unter dem Namen Beriberi bekannte 
Insuffizienzkrankheit auslést. Einschlagige Versuche, welche Masa- 
hiko Tanaka und ich!) vor dem Krieg ausgefiihrt hatten, waren ohne 
das gewiinschte Ergebnis geblieben. Zwar gelang es uns, aus Reiskleie 
mittels Fallung mit Jodwismutkalium gegen Taubenberiberi gut wirk- 
same krystallisierende Produkte zu gewinnen, die weitere Reinigung 
behufs Reindarsteliung aber fiihrte zum Oridin, einer der Pyridinreihe 
angehérenden oder ihr nahestehenden Base, der jede Wirksamkeit abging 

Bei Wiederaufnahme der Versuche nach dem Kriege habe ich aus 
auBeren Griinden nicht, wie dies bisher meist bei Beriberiversuchen 
iiblich, Tauben oder Hiihner, sondern Ratten als Versuchstiere ge- 
wahlt. Es ergab sich bald, daB man auch bei ihnen eine der Vogelberiberi 
entsprechende Erkrankung hervorrufen und durch Darreichung anti- 
neuritischer Praparate heilen kann. Dabei wurden aber weiterhin Er- 
fahrungen itiber den Angriffsort des B-Vitaminmangels gesammelt. 
die fiir die Auffassung der Beriberi im allgemeinen, also auch fiir das 
Verstandnis der entsprechenden Erkrankung des Menschen, Beachtung 
verdienen. Diese Erfahrungen sollen den Inhalt der vorstehenden 
ersten Mitteilung bilden. 

[. 

Genauere Angaben iiber eine Erkrankung der Ratten, die der mensch- 

lichen und der Vogelberiberi entspricht, liegen zur Zeit sparlich vor. 


1) Diese Zeitschr. 103, 218. 1920. 
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Schaumann?) fiitterte drei weibe Ratten ausschlieBlich mit geschliffenem 
Reis (Bruchreis) (Versuch 63): Die Tiere nahmen rasch an Gewicht ab. um durch 
schnittlich 32°,,. und gingen am 29., 35. und 36. Tage ein. Irgend charakteristise he 
Beriberisymytome fehiten hier anschernend ganz. Hingegen waren solche bei mit 
denaturiertem Fleisch oder Brot genahrten Ratten ausgesprochen vorhanden. 
Die Denaturierung bestand in Durehtrankung mit 20 bzw. I) proz. Soedalésung 
und Erhitzen auf 120°. In Versuch 42 wiesen vier Ratten nach 34tagiger Fiitterung 
mit. denaturiertem Pferdefleisch Paresen der Hinterbeine auf, die dann stationar 
blieben. Abmagerung wurde nicht bemerkt. In Versuch 43 zeigte von drei Ratten 
hei gleicher Fiitterung die eine am 25. Tage rechtsseitige Lahmung und Manege- 
gang, die beiden anderen wiesen nach ca. 28 Tagen Paresen der Hinterbeine auf 
Die Paresen blieben mit periodischen Schwankungen bis zam Abbruch des Ver 
suchs nach 80 Tagen stationar. Die Tiere verloren nicht an Gewicht. In Versuch 44 
wurden drei Ratten mit denaturiertem Brot genahrt. Sie verloren rasch an Gewicht, 
durchschnittlich 47°,, und zeigten Paresen der Hinterbeine. Eine ging am 58., 
eine zweite am 68. Tage ein. Die dritte erholte sich rasch auf Zufuhr von nicht 
denaturiertem Brot. 

Funk und Macallum?’) beohachteten, daB Ratten, welche auf B-vitamin 
freie Kost gesetzt waren, 24-48 Stunden vor dem Tode Krampfzustande auf 
wiesen, die stark an Vogelberiberi und infantile Tetanie erinnerten. Ebenso sahen 
Langstein und Edelstein*) hei mit kiinstlichem (vitaminarmem) Futter gehal 
tenen Ratten haufig schwankenden Gang, krampfhafte Zuckungen, Starrkrampf 
auftreten und gelegentlich anf Zufuhr von Weizenkleieextrakt wieder zuriickgehen 

Eingehendere Versuche iiber die Folgen des B-Vitaminmangels bei Ratten hat 
[.C. Drummond?) mitgeteilt. Das Futter bestand aus 18 Teilen Casein, 20) Teilen 
Butterfett, 52 Teilen Starke, 5 Teilen Agar und 5 Teilen einer zweckmabig zu 
sammengesetzten Salzmischung. Die Versuchstiere zeigten nach Entziehung 
des B-Vitamins zunachst normales Verhalten. Das Gewicht blieb eine Zeitlang 
konstant oder nahm nur allmahlich ab. Junge Tiere hérten aber zu wachsen auf. 
Friiher oder spater nach (25—60 und mehr Tagen) kam es dann zu einem nur 
wenige Tage dauernden Gewichtssturz, der mit dem Tode endete. 

Wurde in der Zeit des fehlenden oder langsamen Gewichtsabfalles B- Vitamin 
mit dem Futter zugefiihrt, so wurde Gewichtszunahme und Wachstum wieder 
aufgenommen. Das zam Tode fiihrende Endstadium trat bei jiingeren Tieren friiher 
auf als bei alteren. Ausgewachsene Tiere vertrugen den Vitaminmangel ziemlich 
lange und zeigten nur langsamen Gewichtsabfall, aber geringe Widerstandsfahig 
keit gegen Krankheiten. Im Endstadium bekamen die Tiere ein struppiges Aus- 
sehen, nahmen eine gekriimmte Haltung ein, magerten enorm ab, fiihlten sich 
kalt an, waren sehr schlafrig und versteckten sich in dunkle Ecken. Nur bei drei 
Tieren von vielen wurden nervése Stérungen gesehen: zuerst etwa 24 Stunden vor 
dem Tode Inkoordination der Bewegung der Hinterbeine. dann zunehmende 
Parese des Hinterkérpers. Bei Annaherung des Todes traten heftige minutenlang 
wahrende Krampfe ein, bei denen die Herrschaft tiber den Hinterkérper ganz 
verloren ging, der Kopf hin und her gerollt, die Atmung krampfhaft wurde. Zu 
fuhr von Hefeextrakt (als Quelle von B-Vitamin) wurde in einem Fall ohne Erfolg 


') Schaumann, Die Atiologie der Beriberi. Beihefte zum Arch. f. Schiffs- 
u. Tropenhyg. #4, Beih. 3, 255. 1910: #8, Beth. 6, 37. 1914. 

2) Funk und Macallum, Journ. of biol. chem. 23, 413. 1915. 

3) Langstein und Edelstein, Zeitschr. f. Kinderheilk. 16, 305. 1917: 1%, 
225. 1918. 

‘) Drummond, Biochem. Journ. #2, 25. 1918 
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versucht. (Wie aus einem Bericht aus dem Lister-Institut!) hervorgeht, gelang 
es spiter auf diesem Wege, ein schwer krankes Tier zu _heilen.) 

Endlich hat Abderhalden?) Versuche mitgeteilt, in denen der EinfluB der 
einseitigen Ernihrung mit geschliffenem Reis auf Lebensdauer und Fortpflanzungs- 
vermégen von Ratten studiert wurde. Die Tiere zeigten zum SchluB rapiden Ge- 
wichtsabfall und gingen in der Mehrzahl unter dem Bilde der Inanition ein. Nur 
bei einem Fall wurden Krampfe und Lahmungen beobachtet. Diese nervésen 
Symptome sind zweifellos auf den Mangel an B-Vitamin zu beziehen, der iibrigens 
kein absoluter gewesen sein diirfte, da der Tod erst nach 100—200 Tagen eintrat. 
Da der polierte Reis auch des A-Vitamins entbehrt, ist die Deutung des Krank- 
heitsbildes nicht einfach. Die wiederholt beobachtete Kerotamalacie mu jeden- 
falls auf das Fehlen des letztgenannten Vitamins bezogen werden. 


II. Versuchsanordung. 


Die Tiere wurden wihrend der oft mehrere Monate dauernden Ver- 
suchszeit einzeln, nur ausnahmsweise zu zweien, in Glaskafigen gehalten, 
in denen ein weitmaschiger Drahtboden das Durchfallen der Kotballen 
und nicht aufgenommener Futterreste gestattete. Eine solche Anord- 
nung ist insofern von Bedeutung, als viele beriberikranke Tiere Neigung 
haben, ihre eigenen Faeces zu verzehren. Das ist aber méglicherweise 
nicht gleichgiiltig, da, wie Portier und Random’) an Kaninchen 
beobachteten, die Koprophagie dem Vitaminmangel entgegenwirkt. 

Das Futter der Tiere bestand in Anlehnung an die Erfahrungen von 
Hopkins, Mec. Collum, Osborne und Mendel‘) mit geringen Ab- 
weichungen aus Casein, Starke, Lebertran und Fett und den nétigen 
anorganischen Niahrsalzen. Daneben wurde Leitungswasser gereicht. 

Das verwendete Casein war gut alkaliléslich, fett- und zuckerfrei. Die Starke 
war feinste Reisstirke des Handels. Da polierter Reis frei ist von B-Vitamin, 
muB dies um so mehr fiir Reisstairke gelten. Der Lebertran war der der Pharma- 
kopée. Als Fett benutzte ich zuerst amerikanisches Schweinefett. Bei einem 
Versuch, dieses durch inlaindische frische Ware zu ersetzen, ergab sich bei langerer 
Darreichung eine Begiinstigung des Wachstums und der Ernahrung, die den Ver- 
dacht eines Gehaltes an B-Vitamin nahelegte und fortan zur Verwendung von 
Cocosfett AnlaB gab. Das verwendete Salzgemenge wurde in Nachahmung einer 
von Osborne und Mendel gegebenen Vorschrift in folgender Weise dargestellt: 

56 g Citronensiure werden in Wasser gelést, zur Lésung 206 g offizinelle 
Phosphorsaéure, 107 g konzentrierte Salzsiure, 2,6 ccm konzentrierte Schwefel- 
siure zugesetzt, in das Saiuregemisch 68 g Calciumcarbonat, 12 g Magnesium- 
carbonat, 17 g wasserfreies Natriumcarbonat und 71 g Kaliumcarbonat eingetragen, 
dann 0,01 Jodkalium, 0,04 Mangansulfat, 0,12 Natriumfluorid, 0,01 g Kalialaun 
und 3 Tropfen offizineller Eisenchloridlésung zugesetzt. Das Gemenge wird zur 
Trockne gebracht und in einer geraéumigen Reibschale in ein gleichmaBiges feines 
Pulver iibergefiihrt. 

1) Report on the present state of Knowledge concerning accessory food 
factors (Vitamins). London 1919, S. 18. 

2) Abderhalden, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 175, 187. 1919. 

3) Portier und Random, Cpt. rend. des séances de I‘ acad des sciences 170, 
478. $1920. 

4) Osborne und Mendel, Journ. of biol. chem. 37, 372. 1919. 
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Aus diesem Material wurde (mit unwesentlichen Abweichungen) zu- 
nichst eine gleichmaBige Mischung der trockenen  pulverférmigen 
Stoffe in dem Verhialtnis 22 g Casein: 50 g Starke: 5 g Salzgemenge her- 
gestellt. Von diesem in gréBerer Menge aufbewahrten Vorrat wurden 
dann etwa alle 2 Tage je 77 g mit 10 g Lebertran und, wo kein weiterer 
Zusatz beabsichtigt war, mit 13 g geschmolzenem Fett versetzt und 
nach Zufiigung von etwa 50 g Wasser zu einem gleichmiabigen Brei ver- 
rihrt, der dann bald zu einem erst knetbaren, spiiter schneidbaren 
Teig erstarrte. Es ist so méglich, den Tieren das Futter in beliebig 
groBen Bissen oder Brocken vorzusetzen. 

Die Ratten nahmen dieses Futter, das von Vitaminen bloB das fett- 
lésliche A-Vitamin enthalt, im Beginn sehr gern. Wachsende Tiere 
zeigten oft in den ersten Tagen noch Gewichtszunahme. Spiiter nahm 
die Nahrungsaufnahme allmihlich ab. Die Tiere zerstreuten das Futter 
und fraBen zuletzt sehr wenig. Um das Futter den Ratten, welche er- 
fahrungsgemifBS Zucker sehr lieben, mehr mundgerecht zu machen, 
wurde in einigen Versuchsreihen, pro 100 g getrockneten Futters noch 
1 g Kandiszucker zugefiigt. Doch hatte das auf den Verlauf des Ver- 
suches keinen erkennbaren EinfluB. Demgegeniiber machte sich ein, 
wenn auch sehr geringer Zusatz von B-vitaminhaltigem Material, Hefe, 
Hefenextrakt, Mohrensaft u. dgl. ausgesprochen durch Verzégerung 
und abweichende Art der Insuffizienzsymptome bemerkbar. In Ver. 
suchen, wo es sich um Benutzung dieses Einflusses handelte, wurde ein 
solcher Zusatz z. B. von getrockneter PreBhefe oder von Méhrenextrakt 
so vorgenommen, das dafiir die entpsrechende Menge Fett pro 100 ¢ 
Trockenfutter entfiel. 

Das Futter wurde den Tieren tiglich frisch in mehr als zureichender 
Menge vorgelegt. Eingetrocknetes Futter verschmihten sie. Das 
Gewicht der Tiere wurde in den meisten Versuchsreihen tiglich be- 
stimmt. Da es von Nahrungsaufnahme, Harn- und Kotentleerung 
merklich beeinfluBt wird, wurden Bruchteile von Grammen nicht be- 
riicksichtigt. Die unvermeidlichen Schwankungen betragen nach 
meinen Erfahrungen bei kleinen und mittelgroBen Tieren etwa 1 — 2 g. 

Das Gewicht der gesunden Versuchstiere ist wesentlich von ihrem 
Alter abhingig. Ich benutzte zumeist Tiere von 50—120 g Gewicht, 
weil ich den Eindruck hatte, da bei diesen noch im Wachstum befind- 
lichen Tieren die spastischen Beriberisymptome in ausgesprochenerer 
Form auftraten, ahnlich wie auch der Meerschweinchenskorbut in einer 
bestimmten Altersperiode besonders deutlich zur Entwicklung kommt. 
Bei einem Teil der Versuche, wo die Tiere aus eigener Zucht stammten, war 
das Alter genau bekannt. In den iibrigen Versuchen liBt es sich aus dem 
Anfangsgewicht der vorher normal ernihrten Tiere annaihernd entnehmen, 
da die Wachstums- bzw. Gewichtskurve der Ratten genau bekannt ist. 
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Ill. Das Krankheitsbild der Rattenberiberi. 

Je nachdem die Entziehung des B-Vitamins mit einem Schlag oder 
allmahlich erfolgt, gestaltet sich das Bild der Insuffizienzerscheinungen 
etwas verschieden. Da in letzterem Fall, also bei unvollkommener 
B-Vitaminentziehung infolge des langsameren Endverlaufs die einzelnen 
Krankheitsstadien besser zu unterscheiden sind, empfiehlt es sich, bei 
deren Schilderung von dem mehr subakut verlaufenden Krankheitsbild 











: auszugehen. Man kann dabei 

9 || g 4 Krankheitsperioden unter- 

- scheiden: 1. eine dem Inku- 

be oy bationsstadium der Infek- 

tionskrankheiten —_ entspre- 

260 130 chende langdauernde Ent- 
wicklungsperiode, die ich 

250 120 als Prodromalstadium — be- 
zeichnen will, 2. ein durch 

7 110 Ataxie der willkiirlichen Be- 
wegung charakterisiertes 

ui id ataktisches Stadium, 3. ein 

n Mm Stadium der spastischen Er- 

scheinungen und Zwangs- 

290 30 + bewegungen, 4. ein zum Tode 
fiihrendes Stadium zuneh- 

200 70 mender zentraler Laihmung. 
Das Prodromalstadium 

190 60 ist durch Appetitverlust, Ge- 
wichtsabnahme zunehmende 

180 |- 50 kérperliche Schwache und 
mf rac geistige Depression gekenn- 
\t zeichnet. Der Appetitverlust 

160 denon of 30 i+ Ge und die Gewichtsabnahme 


traten bei jungen Tieren oft 
erst nach einigen Tagen in Erscheinung. Ofter ist sogar, wie bereits 
erwahnt, in der ersten Woche der Beriberikost noch eine geringe Zu- 
nahme des Gewichts zu beobachten. Hiufig finden sich in den ersten 
Tagen gréBere Schwankungen, die wohl auf Unregelmabigkeiten in der 
Aufnahme der ungewohnten Kost zu beziehen sind. Dann folgt ein sehr 
regelmaBiger 3—4 Wochen dauernder Gewichtsverlust, der sich in 
einer steil abfallenden, meist etwas nach unten konkaven Kurve aus- 
driickt. In der beistehenden Abbildung sind solche Gewichtskurven von 
3 Tieren sehr verschiedenen Alters verzeichnet. Der Abfall ist bei 
jiingeren Tieren (F IIIT und G IV) weniger steil als bei ausgewachsenen 
(F 11). Ein Unterschied zwischen Mannchen und Weibchen besteht 
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nicht, wenn man bei dem von miannlichen Tieren héheren Anfangs- 
gewicht absieht. 

















Die Dauer dieses Gewichtssturzes bzw. des Prodromalstadiums 
iiberhaupt, bis zum Eintritt der ersten sich als Ataxie charakterisieren- 
den Stérungen zeigt grobe Gleichférmigkeit. Sie betrigt im Mittel 
29 Tage. (Vgl. Tabelle L.) 

Tabelle I. 
Ge. Alter Anfangs-  Dauer der Pro- 
Zeichen aa os gewicht dromalstadiums 
schlecht in Tagen 7 
“ Tage 
KU. © 68 74 32 
K IV. >) 68 94 29 
F II. 3 > 400 288 26 
F Of. ¢ 157 33 
FV. >) 34 55 29 
F VI. c 34 54 29 
PVE. ¢ 117 31 
GIL. 5) 55 25 
b ak >) 49 28 
Im Mittel 29.1 
Es liegt nahe, anzunehmen, da sich wahrend des Prodromal- 


stadiums ein von dem Tier in den Versuch mitgebrachter Vorrat an 
B-Vitamin allmahlich erschépft. Danach wire zu erwarten, dab bei 
unvollkommener Vitaminentziehung das ataktische Stadium  spiiter 
eintritt. Dies ist in der 'Tat der Fall; in nachstehend angefiihrten Ver- 
suchen war ein kleiner Teil des Fettes durch trockene Prebhefe und 
eingedickten Méhrenextrakt (Rubio des Handels, das nach meinen 
Erfahrungen etwas B-Vitamin enthalt) ersetzt. 


Tabelle II. 





= % & Anfangs- Dauver des Pro- 

Zeichen | & 4% = = gewicht Zusatz dromalstadiums 
- & 4 Tage 
A VII. > | 56 46 In 100g Futter 3g Trockenhefe 51 
und 10 ¢ Méhrenextrakt 

A VIII.) ¢ 56 40 del. hl 
D Il. Q | 65 90 In 100¢ Futter 3g Mihrenextrakt 449 
DIV. ¢ 65 76 dg. 43 
DV. 3 | 65 91 dgl. 44 
HIT. 3 141 dg. 44 
DEW. Q 70 dgl. 35 
L. Vik. ; 98 dg. 32 
i Vi! © 101 dgl. 38 


Die Gewichtsabnahme bis zum Eintritt der Ataxie ist begreiflicher- 
weise von der Nahrungsaufnahme wihrend des Prodromalstadiums 
Bei ganz B-vitaminfreiem 


abhiangig und individuell etwas ungleich. 
Futter war sie geringer als bei Zusatz von etwas Hefe oder Mohren- 
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extrakt. Sie schwankte von 20—49% des vorher itiberhaupt erreichten 
Héchstgewichts und betrug im Mittel 38°. Nur bei je 2 Tieren betrug 
sie unter 29 und iiber 44°. Auffallend ist, wenn auch quantitativ schwer 
zu beurteilen, das psychische Verhalten der Tiere. Sie zeigen nach den 
ersten 8—14 Tagen zunehmende Trigheit und Teilnahmslosigkeit, 
schlafen anhaltend aubBer der Frebzeit und reagieren auf Geriiusche und 
beim Anfassen schwiicher als normal. Daf schon in diesem Stadium 
Stérungen der Nerventiitigkeit vorliegen, kann aus der Beobachtung 
entnommen werden, daB gelegentlich bei sonst ruhigen Tieren durch 
stiirkere Insulte, z. B. wenn man die Tiere am Schweif baumeln laBt, 
mit einem Schlage die ataktischen Symptome des nichsten Stadiums. 
manchmal selbst spastische Erscheinungen ausgelést werden. 

Die Symptome des ataktischen Stadiums schlieBen sich sonst meist 
unmerklich den Prodromalerscheinungen an. Am meisten fallen die 
Gangstérungen ins Auge. Die normale lebhafte Beweglichkeit fehlt. 
Die Tiere vermégen sich nur schwerfallig und schwankend fortzubewegen ; 
oft ist das Gehen nur ein Schleichen und Kriechen. Bei gréBeren An- 
strengungen erfolgen die Bewegungen zitternd, manchmal geradezu 
zappelnd. Auf die Seite oder auf den Riicken gelegt vermégen sie sich 
anfangs mit der gewoéhnlichen Flinkheit aufzurichten, fallen aber bei 
stirkerer Anstrengung 6fter auf die Gegenseite. Auf glattem, nament- 
lich geneigtem Boden gleiten sie aus. Auf eine schmale Brettkante 
gestellt vermégen sie nur sehr ungeschickt das Gleichgewicht zu_be- 
wahren und fallen leicht herunter. Sie getrauen sich nicht aus geringer 
Hohe, z. B, 20 —30 em, herabzuspringen, und, falls sie es riskieren, fallen 
sie ungeschickt auf oder iiberschlagen sich. Meist fallt die gespreizte 
Stellung der Hinterbeine und die Neigung auf, sich an eine Wand anzu- 
lehnen oder auch mit den Pfoten an feste Objekte anzuklammern. 
Beim Versuch, sich an einer Wand auf den Hinterbeinen aufzurichten, 
verlieren sie leicht das Gleichgewicht. Oft knicken dabei die hinteren 
Extremitiaten ein. 

Mehr noch als im Prodromalstadium fallt die Unentschlossenheit 
und Willenlosigkeit der Tiere auf. Sie scheinen jede Initiative verloren 
zu haben. Auf die Tischplatte gesetzt bleiben sie oft wie verdutzt 
sitzen, zeigen keine Neigung zu Fluchtbewegungen, ja sie suchen gerade- 
zu die Hand des Beobachters auf und kehren mit Vorliebe in den Kiafig 
zuriick, wo sie sich in einem dunklen Winkel zusammenkauern. Die 
Sensibilitaét ist dabei nicht nachweisbar verindert, wenigstens reagieren 
sie auf geringe schmerzhafte Reize durch Abwehrbewegungen und 
Schmerzlaute. Die Fahigkeit, Nahrungsbrocken mit den Vorderpfoten 
zum Maul zu fiihren, ist nicht aufgehoben. 

Dieses Stadium, das nach dem Gesagten durch Schwiiche und mangel- 
haftes Zusammenwirken des Muskelapparates, vor allem durch mangel- 
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hafte Beherrschung des Gleichgewichtes charakterisiert ist, kann bei 
raschem Verlauf der Krankheit direkt in das noch zu_beschreibende 
paralytische Endstadium iibergehen. Die Triigheit und Unbehilflichkeit 
der Bewegungen wird dann zur ausgesprochenen Parese, die Tiere 
bleiben erst voriibergehend, dann dauernd auf der Seite liegen, 
kénnen keinen Bissen mehr zum Maul fiihren, héren auf sich zu putzen 
und zu kratzen, bekommen ein struppiges Fell und verfallen bald in 
einen somnolenten Zustand, der bis zum Tode andauert. Dieser direkte 
Ubergang des ataktischen in das paralytische Stadium ist etwa in der 
Halfte der Falle zu beobachten. In der anderen Hilfte schiebt sich 
zwischen sie die Periode der spastischen und Zwangsbewegungen ein, 
die ein besonders mannigfaltiges und interessantes Bild bietet. 

Am hiufigsten ist sie gekennzeichnet durch das Auftreten von 
tonischer Streckung der Extremititen. Unter Fortbestand der Ataxie 
nehmen die spontanen, wie die durch aiuBere Reize veranlaBten Bewe- 
gungen krampfhaften Charakter an. Besonders betroffen sind die hin- 
teren Extremititen. Eine davon oder beide werden kiirzer oder langer 
steif abduziert gehalten, oder beide sind nach -riickwirts gestreckt. 
Ist bloB eine Extremitiit betroffen, so zeigen die Tiere Reitbahn- oder 
Zeigerbewegung. Sind beide betroffen, so kriechen sie mit Hilfe der 
Vorderbeine miihsam vorwirts. Werden die Tiere auf die Seite gelegt 
und versuchen sich aufzurichten, so kommt es infolge zu kriftiger 
Impulse nicht bloB zum Umfallen nach der anderen Seite, sondern auch 
zu schraubenférmigen, iiberraschend kriftigen Rollbewegungen um die 
Liingsachse. Die Zwangsbewegungen erfolgen meist in derselben Rich- 
tung, doch kann diese auch am selben Tag wechseln. In schweren Fallen 
entwickelt sich eine tonische Streckung aller Extremititen einschlieB- 
lich der Pfoten, so daB die ruhig sich verhaltenden Tiere scheinbar in 
die Héhe gehoben werden und, falls sie nicht eine Stiitze finden, um- 
fallen. Dabei ist meist der Kopf zuriickgebeugt, der Riicken gekriimmt. 
Diese Buckelstellung kann stundenlang evtl. bis zum Eintritt der 
tédlichen Paralyse andauern. 

Das Auftreten der tonischen Streckungen erscheint, soweit sich 
beurteilen 1aBt, als der Ausdruck intendierter, nur in Dauer und In- 
tensitait verainderter Willensbewegungen. Namentlich fiihrt die Abwehr 
iuBerer Insulte, z. B. beim Schwingen am Schweif zu solchen krampf- 
haften Bewegungen. In Ruhe gelassen, suchen die Tiere zusammen- 
gekauert jede Bewegung zu vermeiden. 

Seltener zeigen sich klonische motorische Stérungen, Zittern, Zap- 
peln oder veitstanzihnliche Bewegungen, letztere namentlich in Form 
eines dauernden Pendelns des Kopfes, welches so heftig sein kann, dal} 
das Tier trotz Anklammern an den Futternapf nicht imstande ist, einen 
Bissen zu fassen. Am seltensten sieht man richtige epileptiforme Kram pfe 
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Die FreBlust der Tiere ist in dieser Periode nicht ganz aufgehoben. 
Infolge der motorischen Stérung sind sie aber nicht imstande, den Bissen 
in gewohnter Weise zum Maul zu fiihren. Auch das sonst geiibte Siu- 
bern des Fells mit der Schnauze und der Kratzreflex ist aufgehoben. 
Da8 es sich aber nicht um eine periphere Lihmung handelt, geht daraus 
hervor, daB alle diese Symptome voriibergehend zuriickgehen kénnen, 
und vor allem aus der Tatsache, daB die rechtzeitige Zufuhr von anti- 
neuritisch wirkender Substanz binnen weniger als 24 Stunden die Norm 
wiederherstellt. 

Dieses Stadium der Zwangsbewegungen geht nach stunden- bis 
mehrtigiger Dauer regelmabig in die paralytische zum ode fiihrende 
Periode tiber. Die Schwiche hat zugenommen. Die hochgradig abge- 
magerten Tiere machen mit ihrem struppigen ungepflegten Fell und der 
nassen Schnauze den Eindruck schwerer Krankheit. Friiher oder spiter 
sinken sie zur Seite, vermégen sich nicht mehr aufzurichten und ver- 
fallen in einen komatésen Zustand, der dann in kurzer Zeit zum Tode 
fiihrt. Aber noch fast unmittelbar vor dem Stillstand der Atmung 
kann man durch Beriihrung Laufbewegungen aller Extremititen aus- 
lésen. Der Cornealreflex erlischt zuletzt. 

Bemerkenswert ist, dali der Tod der Tiere schon im ataktischen 
oder spastischen Stadium durch iuBere Reize — z. B. eine subcutane 
Injektion — hervorgerufen werden kann. Es erinnert dies an die Tat- 
sache, daB auch bei Menschen mit ,,latenter Beriberi‘’ durch Uber- 
anstrengung oder Traumen die schwersten Erscheinungen mit tédlichem 
Ausgang ausgelést werden kénnen. Ich habe durch einen derartigen 
, Schock’ so manches Tier bei Einbringung von antineuritischer Sub- 
stanz verloren. 

Warum bei einem Teil der Tiere die spastischen Erscheinungen und 
die Zwangsbewegungen auftreten, bei anderen nicht, bedarf noch der 
experimentellen Aufklirung. Aus meinen Protokollen ist zu entnehmen, 
da die Spasmen fast ausschlieBlich bei solchen Tieren beobachtet 
wurden, bei denen die Beriberikost einen geringen Zusatz von B-vitamin, 
enthaltenden Stoffen, z. B. Trockenhefe oder Méhrenextrakt, erfahren 
hatte, so daB der Ausbruch der typischen Symptome hinausgeschoben 
und die Gewichtsabnahme verlangsamt war. In den ganz akut verlaufen- 
den Fallen wurden sie regelmaBig vermiBt. 

Wie aus dem Gesagten hervorgeht, beherrschen Koordinationsstérung 
und die motorischen Symptome das Krankheitsbild. Ob daneben 
Sensibilitatsstérungen hiufig oder regelmaBig vorkommen, ist nicht 
leicht festzustellen. Nur in einem Falle lag ausgesprochene Anisthesie 
vor, und zwar bei einem sehr alten Tier, das vermutlich infolge des 
Vitaminhungers in den letzten Lebenstagen seinen Schweif und seine 
Pfoten férmlich zerfleischte. In der Tat reagierte das sonst bésartige 
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Tier nicht auf schmerzhafte Reizung des Schweifs. Eine aihnliche Be- 
obachtung hat Tasawa!) an Hiihnern gemacht. 

Auch vasomotorische Stérungen diirften nicht fehlen, wenn sie 
sich auch meist dem Nachweis entziehen. Dahin méchte ich das in 
3 Fallen (unter 30) beobachtete Odem der Pfoten und den in 2 anderen 
Fallen gefundenen Ascites rechnen und wohl auch eine bei mannlichen 
Tieren regelmabig frithzeitig auftretende unvollstandige Dauererektion®). 

Verdauungsstérungen waren, wenn man von dem bald einsetzenden 
Appetitmangel absieht, kaum vorhanden. Ob man den in 2 Fallen 
beobachteten tibrigens wenig intensiven Durchfall als Folge der Vitamin- 
entziehung auffassen darf, muB dahingestellt bleiben. 


IV. Die anatomischen Verinderungen. 

Die Beriberi des Menschen, wie auch die experimentelle Vogel- 
beriberi, werden bekanntlich fast allgemein als eine Polyneuritis, eine 
degenerative Entziindung peripherer Nerven aufgefaBt. Eijk man 
hat die von ihm zuerst beobachtete Hiihnerberiberi als Polyneuritis 
gallinarum bezeichnet. Bialz nennt die echte Beriberi Panneuritis 
endemica, Scheube Neuritis multiplex endemica. Das Krankheitsbild 
der Rattenberiberi entspricht dieser Anschauung nicht. Wie ich am 
20. Januar 1921 in einem Vortrag in der Wiirzburger Medizinisch- 
Physikalischen Gesellschaft*) ausgefiihtt habe, entspricht vielmehr 
das Krankheitsbild dem Symptomenkomplex der cerebellaren Ataxie, 
wie er bei Hunden und Tauben nach Verletzung des Kleinhirns oder 
des Vestibularapparates zu beobachten ist. Es gilt dies insbesondere 
von den Symptomen der ataktischen und spastischen Periode. Die 
anatomische Untersuchung hat diese Auffassung in iiberraschender 
Weise bestitigt, aber zugleich Anhaltspunkte fiir ein besseres Verstiind- 
nis der Vielgestaltigkeit dieser Krankheit geliefert. 

Eigene gelegentliche Untersuchungen der Nerven von Miusen, die 
unter beriberiihnlichen Symptomen (Zwangsbewegungen) eingegangen 
waren, hatten mir schon vor Jahren die Abwesenheit von typischer 
Degeneration des Ischiadicus ergeben. M. B. Schmidt war im ver- 
flossenen Jahr so giitig, die Nerven einiger an Beriberi eingegangener 
Ratten zu untersuchen mit dem gleichen negativen Ergebnis. Auf 
unsere Veranlassung tibernahm dann B. Kihn die genauere Unter- 
suchung des Nervensystems der eingegangenen Tiere. Er wird iiber die 
interessanten Resultate an geeigneter Stelle ausfiihrlich berichten. 


1) Tasawa, Zeitschr. f. exp. Pathol. u. Therap. 147, 1. 1914. 

2) Auch bei Beriberikranken beobachtet. 

8) Sitzungsber. in der Dtsch. med. Wochenschr. 1921, Nr. 14. Eine ausfiihr- 
liche Mitteilung, die fiir die Sitzungsberichte der Gesellschaft bestimmt war, unter- 
blieb wegen Eingehens der Berichte. 
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Hier sei auf Grund seiner mir freundlichst zur Verfiigung gestellten 
Resultate nur nachstehendes mitgeteilt. 

Es kamen die Gehirne von 14 Tieren zur histologischen Unter- 
suchung, davon war ein Teil unter ausgesprochenen motorischen Beri- 
berisymptomen zugrunde gegangen, ein kleiner Teil war vorzeitig 
eingegangen, ohne spastische Symptome oder auch nur ausgesprochene 
Ataxie aufzuweisen. Um den Vergleich des klinischen und des anato- 
mischen Befundes zu erleichtern, habe ich die simtlichen untersuchten 
Fille in nachstehender Tabelle zusammengestellt. 

{n Spalte 2 der Tabelle sind unter klinischem Befund nur die Haupttatsachen 
angefiihrt: die Dauer der Vitaminentziehung (Insuffizienzzeit), im Falle Versuche 
mit einem wirksamen antineuritischen Praparat ausgefiihrt wurden, die Dauer der 
dadurch erzielten voriibergehenden Erholung (Erholungszeit), der Gewichtsverlust 
vom Tage der Vitaminentziehung bis zum Tode, dann die fiir die einzelnen Stadien 
besonders charakteristischen Symptome, endlich die noch bei Lebzeiten des Ver- 
suchstieres gestellte Diagnose. 

In Spalte 6 bedeutet (+) kleine vereinzelte capillire Blutung, + mehrere 
capillare Blutungen, +--+ starke Blutungsherde verschiedener GréBe, ++ + sehr 
starke Blutungen verschiedenster GréBe, etwa 1/35, des ganzen Hirns umfassend. 


SchluBbemerkungen. 


Aus dem Vergleich der Krankheitserscheinungen und der anato- 
mischen Befunde laBt sich, so beschrankt die Zahl der Beobachtungen 
ist, doch folgendes mit Sicherheit entnehmen: 

1. Bei der Rattenberiberi kann eine anatomisch erkenn- 
bare Degeneration der peripheren Nerven selbst in den 
ausgesprochensten Fallen vollstandig fehlen. Es geht 
sonach nicht an, sie schlechtweg als Polyneuritis zu _ be- 
zeichnen. 

2. Dagegen finden sich in allen schweren Fallen Ver- 
ainderungen des Zentralnervensystems, vor allem multiple 
Haimorrhagien in Kleinhirn und Hirnstamm, daneben 
Degeneration der nervésen Elemente. Die Ausbreitung 
und Zah! der Blutungen geht unverkennbar mit der Intensi- 
tat der im Leben beobachteten nervésen Stérungen, Ataxie, 
Spasmen und Zwangsbewegungen parallel. Sie fehlen, oder 
sie sind an sich nur spirlich, wo die Diagnose auf Beriberi intra vitam 
nicht mit Sicherheit oder ttberhaupt nicht gestellt werden konnte. 
Die pathologisch-anatomische Diagnose ware darnach 
nicht auf Polyneuritis, sondern auf multiple Blutungen 
im Gehirn (Gehirnpurpura) zu stellen und mit den Bildern 
der sog. haimorrhagischen Encephalitis, wie sie bei der 
chronischen Vergiftung mit Alkohol, Blei und Arsenpriapa- 
raten beobachtet ist, in Parallele zu bringen. 
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Tabelle Hf. 
| 
: Anatomischer Befund Interkur- | Starke 
Zeichen Klinischer Befund rente der 
Zentralnervensystem periph. Nerven | Krankheiten — 

E Il Insuffizienzzeit 59 Tage,| Capillaére Kugelblutun- Markschei- keine 
Erholungszeit20Tage.}| gen derGroBhirnrinde, den klumpig 
Gewichtssturz von 98} Vakuolisierung der geballt, 
auf55g. Ataxie,Spas-]| Ganglienzellen, Neu- Schlingelung 

© men (keine Zwangs-| ronophagie, zahlreiche und knotige 
bewegungen) zentrale| flichenhafte Blutun-  Verdickung 
Lihmung. Typische} gen im Hirnstamm,| der Achsen- 

Beriberi. dabei typische Ring- zylinder 
blutungen. 

E TV. Insuffizienzzeit 39 Tage. | Irregulire Himorrha-| unverindert keine 
(Erholungszeit9Tage)| gien im Pons, Odem 
Gewichtsabfall v. 118} der Glia, Blutungen in 
auf 79 g, Ataxie,Spas-}| der Ganglienzellen- 
men, Zittern, Rollbe-| schicht des Kleinhirns, 

b wegungen, zentrale} groke Blutungen am + 
Lihmung. Typische] Boden des LV. Ven- 
| Beriberi. trikels, partielle und 
| totale Chromatolyse 
der Ganglienzellen des 
Gro$hirns. 

E VIIL Insuffizienzzeit 48 Tage, | Grobe symmetrische | unverandert keine 
(Erholungszeit 13 Ta-} Ringblutungim Klein- 
ge).Gewichtsabfallvon] hirn, Vakuolisierung 

S) 140 auf 72 g, Ataxie,} und Tigrolyse der +44 
Zittern, Kopfnicken,| Ganglienzellen des 

| Reitbahnbewegungen,} (rroBhirns. | 
zentrale Lihmung. Ty- 
pische Beriberi. 

E VL | Insuffizienzzeit 60 Tage, | Blutungen in die Hirn-  unverandert keine | 
(Erholungszeit 24 Ta-] haut, hyaline Gefab- 
ge).Gewichtsabfallvon] verdickungen, kleine 

3 129 auf 63 ¢. Ataxie,| regellose Blutungen | 
Spasmen, Reitbahnbe-]| im Hirnstamm, sym- | 
wegungen, zentrale} metrische Ringblutun- 
Lihmung. Typische] genim Mark des Klein- 
Beriberi. hirns. 

F 1 Insuffizienzdauer 35 Ta-| GroBe Hyperimie der unverindert | Broncho-| 
ge, Schwiiche, Con-| Hirngefibe und der pheumo- | 
junctivitis, Excoriatio-| Blutleiter. nie beider-) 
nen am Schweif, ery- seits | 
sipelatése Rétung der 

© Hinterpfoten, Hiima- z. 
turie. Aus dem Ver- | 

such genommen, am 








nichsten Tage einge- 
gangen. 
beri. 


Keine Beri- 
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Tabelle III (Fortsetzung). 





Zeichen Klinischer Befund 


Sehr altes Tier. Insuffi- 
zienzzeit 26 Tage, Ge- 
wichtsabfall von 288 
auf 162g. Schwiche, 

; Ataxie, Odem der Pfo- 
ten, keine Spasmen od. 
Zwangsbewegungen. 
Tot vorgefunden. Be- 
riberi ? 

Insuffizienzdauer 34 Ta- 
ge, Gewichtsabfall von 
157 auf 80 g, Ataxie, 
Paresen, zentrale Lih- 
mung. Beriberi. 

Insuffizienzdauer 22 Ta- 
ge, Gewichtsabfall von 
55 auf 41g. Schwiiche, 

> , Ataxie wenig ausge- 

sprochen. Zum Schlu& 
zentrale Lihmung. 
| Beriberi? 

| Insuffizienzdauer 43 Ta- 

ge (Erholungszeit 15 
Tage). Ataxie, Zittern, 

3 Zappeln, Kreisbewe- 
gungen. Gewichtsab- 
fall von 55 @ auf 34. 
In ultimis dekapitiert. 
Typische Beriberi. 

Insuffizienzdauer 31 Ta- 
ge, Gewichtsabfall von 
11 7auf 68 g,Schwiiche, 
aber keine ausgespro- 
chenen  Beriberisym- 
ptome. In Buckelstel- 
lung tot gefunden. 
Beriberi ? 

G I | Insuffizienzdauer 14 Ta- 

| ge, Gewichtsverlust 
3 48 auf 40 g. Tot vor- 
gefunden. Keine Be- 
| riberisymptome. Keine 
| Beriberi. 

G IL | lisuffizienzdauer 48 Ta- 

| ge, Erholungszeit 18 

Tage. Gewichtsverlust 

55 auf 30 g. Ataxie, 

Zappeln, Zwangsbe- 


F IU 


F VII 


g 


wegungen. Tod durch 
Schock bei einer sub- 
cutanen Injektion. Ty- 
pische Beriberi. 








Anatomischer Befund 


Zentralnervensystem 


Vakuolisierung d. Grob- 
hirnganglien, kleine 
spirliche Extravasate 


in Groghirnrinde und | 


Kleinhirn, Degenera- 


tion der Ganglien- 
zellen der Vorder- 
hérner. 


2 kleine capilliire Ha- 
morrhagien im Pons 
u. im Kleinhirn, starke 
Hyperimie. 


2 kleine Hamorrhagien | 
des Kleinhirns, Odem | 
der Glia, Lichtung der | 
hinteren Wurzelfasern. | 


Gr. symmetrische Ring- | 


blutungen des Klein- 
hirns mit reaktiver 
Gliawucherung, Blu- 
tungen in Pons und 
Hirnstamm (Riieken- 
mark nicht untersucht) 
sonst wie bei E VILI. 
Erweiterte Lymphgefib- 
riume, groke Hyper- 
imie des  Gehirns, 
sonst ohne Befund. 


Befund wie bei F VII. 


Vakuolisierung der Gan- 
glienzellen, Odem des 
Gehirns, Hyperimie, 
3 kleine capillire Hi- 
morrhagien in Pons u. 
Kleinhirn. 


periph. Nerven 


Erweiterung 
der Lanter- 
mannschen 
Trichter. 
Klumpige 
Auftreibung 
einzelner 
Markscheiden 


| 
| Vermehrung 
'derSchwann- 
schen Kerne. 
Klumpige 
Markscheiden 
Vakuolisie- 
rung der 
Achsen- 
zy linder? 


unverindert 


unverindert 


unverindert 


Klumpige ge- 
ballte Mark- 
scheiden, 
lokale Auf- 
treibung der 
Achsenzylin- 


der 





Starke 
der 
Blutun- 
gen 


Inter- 
kurrente 
Krankheiten 


Konfluie- 
rende 
Pneumo- 
nie bei- 
derseits 


Broncho- 
pneumo- 
nie, Dege- 
neration d. 
Myokards 
Konflu- 
ierende 
Broncho- 
pneumonie (-+-) 
intersti- 
tielle Myo- 
karditis 





Broncho- 
pheumonie 


Broncho- 
pneumonie 
rechts 
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Ta belle IIL (Fortsetzung). 
Anatomischer Befund Inter. Starke 
Zeichen Klinischer Befund kurrente der 
Zentralnervensystem periph. Nerven | Krankheiten = 
G LV | Insuffizienzzeit23 Tage, | Schwerstesymmetriscne | Auftreibung 
Gewichtsabnahme von} Blutungen im Hirn- | der Mark- 
48 auf 33 g. Ataxie,} stamm und z. T. im| scheiden, 
| Zittern, gekriimmte} Kleinhirn. Vakuoli- Schlingelung 
@ | Haltung. Mit ge-]| sierung der Ganglien- der Achsen- }- + 
| gstreckten MHinterbei-| zellen des Grofhirns. zylinder 
| nen tot aufgefunden. 
| Typische Beriberi. 
G V | Insuffizienzzeit 22 Tage, ohne Befund. | unverindert 
| Gewichtsabnahme von 
5) 62 auf 41 g. Schwiiche ? | oO 
und schwerfillige Be- 
wegungen. Tot vor- | | 
gefunden. Beriberi ? 








Fir die Auffassung der Pathogenese ist von entscheidender Be- 
deutung, welche Rolle diesen Blutungen zukommt. Anscheinend liegt 
es am nachsten, anzunehmen, daB die Blutungen primare Erscheinungen 
sind und durch Kompression oder Zertriimmerung des Nervengewebes 
zur cerebelliren Ataxie und den iibrigen Ausfallserscheinungen fiihren. 
Diese Annahme wird aber durch die Erfahrung ausgeschlossen, daB es 
gelingt, ataktische und spastische Symptome durch Beibringung von 
antineuritischen Praparaten in kurzer Zeit, binnen weniger als 24 Stun- 
den, véllig zu beseitigen. Daf Resorption der Extravasate und vollige 
Wiederherstellung des betroffenen Gewebes in so kurzer Zeit erfolgt, 
ist ausgeschlossen. Somit miissen die physiologischen Verinderungen 
in der Leistung der nervésen Apparate, auch wenn sie histologisch noch 
nicht nachweisbar sind, als direkte Folge der Unterernahrung aufgefabt 
werden. Die Blutungen bezeichnen die Stellen, wo die Unterernahrung 
des Nervengewebes zugleich giinstige Bedingungen fiir einen Blutaustritt 
geschaffen hat. Daf ihre Lokalisation und Ausdehnung wechselt, 
entspricht dem wechselvollen Bild der im Leben beobachteten Symptome. 

Man kann sich danach iiber die Genese des Krankheitsbildes etwa 
folgende Vorstellung bilden. Die funktionierenden Elemente 
des Nervensystems, Ganglienzellen, deren Fortsaitze und 
die Achsenzylinder bedirfen der reichlichen Zufuhr des 
B-Vitamins. Bei dauerndem Mangel daran stellen sie ihre 
Funktion ein und degenerieren schlieBlich. Diese Ver- 
anderungen vollziehen sich in den verschiedenen Nerven- 
bezirken ungleich rasch. Dabei hat die Tierspezies ent- 
scheidenden EinfluB. Bei Mensch und Huhn scheinen die 
peripheren Nerven zuerst und starker zu leiden, bei der 
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Ratte und der Taube das Zentralnervensystem. Ob die auf- 
tretenden Blutungen durch eine direkte Ernahrungsstérung der GefaB- 
winde unabhangig von der Nervendegeneration zustande kommen, 
oder ob die GefaBveranderungen in irgendeiner Weise von der Nerven- 
stérung abhingig sind, diirfte zunichst nicht zu entscheiden sein. 
Das Vorkommen von Odemen an anderer Stelle (an den Pfoten, serése 
Fliissigkeit in der Bauchhéhle) spricht fiir eine verbreitete Erhéhung 
der Durchlissigkeit der Gefi®wand, an Skorbut erinnernd, aber mit 
anderer Lokalisation. Daf der B-Vitaminmangel sich nicht bloB auf 
Ernihrungsstérung der nervésen Elemente beschrankt, geht tibrigens 
schon aus seiner hemmenden Einwirkung auf das Wachstum hervor. 
Die infolge der Unterernihrung der nervésen Elemente im Gehirn ein- 
tretende Rarefektion des Gewebes, die in 6dematéser Durchtrinkung 
und Erweiterung der Lymphraiume in Erscheinung tritt, und die damit 
verkniipfte Resistenzverminderung kénnen als unterstiitzende Momente 
fiir Blutaustritte durch Rhexis oder Diapedese in Betracht kommen. 
Ob iiberdies bei der Einschmelzung des Nervengewebes auftretende 
Toxine oder auch in UberschuB gebildetes Adrenalin (McCarrison) eine 
Rolle spielen, mag dahingestellt bleiben. 

Bedeutungsvoll fiir die Auffassung der experimentellen Beriberi 
ist die durch die mitgeteilten Versuche aufgedeckte Analogie mit den 
nervésen Folgen der chronischen Alkohol-, Blei- und Arsenvergiftung. 
Hier wie dort als Angriffspunkt einerseits die peripheren Nerven in 
Form der Polyneuritis, andererseits das nervése Zentralorgan mit dem 
Bild der ,,hamorrhagischen Encephalitis. Die Ahnlichkeit ist groB 
genug, um in beiden Fiillen einen gleichartigen pathologischen Vorgang 
wahrscheinlich zu machen!). Nur dafB bei der Beriberi ,,entziindliche“ 
Veriinderungen auszuschlieBen sind. Die Insuffizienz fiihrt sonach 
beim Nervensystem anscheinend zu demselben anatomischen Ergebnis 
wie die Intoxikation. Jene Forscher, die in der Beriberi eine chronische 
Vergiftung sehen, diirften in diesem Befund eine Bestatigung der 
Intoxikationstheorie sehen. Dazu ist allerdings zu bemerken, dab 
zwischen der Wirkung der Insuffizienz und jener der Intoxikation kein 
prinzipieller Unterschied besteht. Die normale Funktion der physio- 
logischen Apparate ist an deren bestimmte chemische und physikalische 
Struktur gekniipft. Eine Verinderung in dieser Struktur bedeutet eine 
Stérung in dem Gleichgewicht der zusammenwirkenden Teile, in der 
Koordination der cellularen Elementarvorginge, mag diese Verainderung 
durch ein ungebiihrliches Plus oder Minus eines normalen Bestandteiles 
oder durch den Eintritt eines gewebsfremden Stoffes bedingt sein. 
Ist ja doch auch fiir manche typische Giftwirkung die Annahme gestattet, 


1) Vgl. namentlich Shimazono, Arch. f. Psychiatr. und Nervenkrankh. 53, 
1864. 1914. 
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daB das Gift nicht direkt durch seine chemischen Eigenschaften, sondern 
indirekt durch Ausschaltung lebenswichtiger Elementarfunktionen 
aus dem verwickelten Getriebe der Lebensvorginge, z. B. durch Inakti- 
vierung von Katalysatoren oder Fermenten, seine Wirkung entfaltet. 
Von diesem Gesichtspunkte aus verliert die Frage, ob es sich bei der 
Beriberi um Insuffizienz oder Intoxikation handelt, viel von ihrer 
Scharfe. 

Die Tatsache, daB bei der Rattenberiberi die Degeneration peripherer 
Nerven, entgegen der tiberkommenen Meinung keine oder doch nur 
eine untergeordnete Rolle spielt, legt die Frage nahe, ob sie iiberhaupt 
auf die Bezeichnung als Beriberi Anspruch erheben darf. Die Beant- 
wortung dieser Frage hingt davon ab, ob man mehr auf das atiologische 
oder auf das anatomische Moment Nachdruck legt. 

Die Wesensgleichheit der Ratten- und Taubenberiberi —_ iiber 
Hithnerberiberi habe ich keine Erfahrung — kann meines Erachtens 
nicht mehr bezweifelt werden. Hier besteht kein wesentlicher Unter- 
schied. Als atiologisches Moment steht in beiden Fallen der Mangel 
des B-Vitamins auBer Zweifel. Die klinischen Symptome entsprechen 
dem durch Verletzung des Kleinhirns (oder des Vestibularapparates) 
erzeugten Krankheitsbild, nur daB bei Tauben die Krampferscheinungen 
und Zwangsbewegungen mehr hervortreten. In der ,,zauberhaften“ 
Heilwirkung antineuritischer Praparate besteht kein Unterschied. 
Zwar wird bei Ratten die Degeneration der peripheren Nerven zumeist 
vermibt, aber sie ist auch bei Beriberitauben durchaus nicht immer 
vorhanden. Mehr wiirde ins Gewicht fallen, daB die bei Ratten gefun- 
denen anatomischen Veriinderungen im Gehirn, namentlich die Blu- 
tungen, bisher bei Tauben nicht beschrieben worden sind. Demgegeniiber 
darf ich mitteilen, daB Kihn bei an Tauben mit poliertem Reis durch- 
gefiihrten Versuchen die gleichen zentralen Verinderungen, unter 
anderen auch Blutungen im Kleinhirn gefunden hat wie bei Ratten. 

Nicht so einfach liegt die Sache fiir die Beriberi des Menschen. 
Nur fiir die experimentell durch einseitige Reizzufuhr erzeugte Er- 
krankung, wie im Selbstversuch Moszkowskis, ist die Gleichstellung 
mit der Tierberiberi ohne weiteres statthaft. Hier liegt ein typischer 
,,Reisnihrschaden“ vor, der auf B-vitaminhaltige Kost leicht zuriick- 
geht. Was sonst unter dem Namen Beriberi des Menschen beschrieben 
wird, laBt nur zum Teil die Identifizierung mit B-Vitaminmangel zu, 
wenngleich die Unterschiede im klinischen Bild vielfach mehr quanti- 
tativer als qualitativer Natur sind. In dieser Richtung ist die experi- 
mentelle Rattenberiberi dadurch lehrreich, daB sie eine gréBere Mannig- 
faltigkeit der Erscheinungen aufweist und durch diese Polymorphie 
der menschlichen Beriberi nahe steht. DaB die Polymorphie beim 
Menschen infolge des meist chronischen Verlaufs und der groBen Ver- 
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schiedenheit in den Lebensbedingungen der Erkrankten einen ungleich 
hoheren Grad erreicht, kann nicht wundernehmen. 

Wenn im vorstehenden auf die durch den B-Vitaminmangel hervor- 
gerufenen nervésen Stérungen das Hauptgewicht gelegt ist, so soll 
damit seiner Bedeutung fiir den intermediaéren Stoffwechsel und die 
Funktion nicht nervéser Organe nicht vorgegriffen sein. Vor allem 
laBt sich fiir das Prodromalstadium Rolle und Bedeutung des B- Vitamins 
fiir die nervése Beherrschung vegetativer Vorginge einerseits, die direkte 
Beeinflussung der Zellfunktionen anderseits nicht gegeneinander ab- 
grenzen. Bleibt ja noch immer denkbar, daB es sich dabei nicht um 
einen einzelnen, sondern um zwei oder noch mehr zusammenwirkende 
Faktoren handelt. 

Nach praktischer Richtung laBt sich aus dem Verlauf der Ratten- 
erkrankung entnehmen, da8 die Aussicht auf Heilung durch Beibringung 
antineuritisch wirkender Priparate nur fiir jene Stadien besteht, wo 
noch keine irreparablen Veriinderungen, wie gréBere Hamorrhagien 
oder umfangreiche Degenerationen, eingetreten sind. Damit ist ein 
Fingerzeig fiir die Ausfiihrung von Heilungsversuchen ergeben, wie sie 
zur Aufsuchung der wirksamen Substanz erforderlich sind. Uber die sich 
damit ergebenden Methoden soll in der naichsten Mitteilung berichtet 
werden. 

Die Kosten der vorstehenden Untersuchung sind aus Zuwendungen 
bestritten worden, die ich der PreuBischen Akademie der Wissenschaften 
in Berlin und der Samson-Stiftung bei der Bayrischen Akademie der 
Wissenschaften in Miinchen verdanke. 























Plasmolyse und Permeabilitit'). 


Von 
Silvestr Prat. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der tschechischen Universitat, Prag.) 
(Eingegangen am 14. Januar 1922.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


I. Methodisches. 

In der letzten Zeit hat die plasmolytische Methodik der Zellpermea- 
bilitaétsmessung durch die Arbeiten von Fitting und H6fler bedeutende 
Vervollkommnung erfahren. Bei Héflers plasmometrischer Methode 
mufS man einige Merkmale beriicksichtigen, deren Verfolgung nicht 
immer leicht ist und manchmal unméglich erscheint. Es laBt sich oft 
nicht unterscheiden, ob VergréBerung des Protoplastenvolums durch 
die Permeabilitét nicht durch gleichzeitige Exosmose beeinfluBt wird. 
H6fler rechnet mit dem konstanten Hydratationsgrad des Protoplasmas. 
Manche Versuche beweisen aber, daB die Plasmolyse den Zustand der 
Plasmakolloide bedeutend beeinfluBt (abgesehen von den ilteren An- 
gaben beiC. Fromman 8. 103 vgl. die Versuche von Né mec, Lunde- 
gardh) und dadurch selbstverstandlich ihren Quellungsgrad sehr andern 
kann. Auch Hamburgers Versuche (III 20, 23, 28) sprechen fiir 
verschiedenes Quellungsvermégen des Plasmas und Zellkerns, Ege er- 
klairte die Differenzen im Volum der Blutkérperchen in isotonischen 
Lésungen durch Quellungsunterschiede, verschiedene Salze veriindern 
die Plasmaviscositit (Weber). Prof. Iljin machte mich auf seine 
(noch nicht ver6éffentlichten) Versuche tiber die Wirkung der Salze auf 
die Diastase aufmerksam und nimmt an, dais unter Einwirkung ver- 
schiedener Plasmolytica die Verzuckerung der Starke in der Zelle ge- 
fordert oder verhindert wird, womit der osmotische Wert der Zelle 
bzw. der Grad der Plasmolyse betriachtlich beeinfluBt werden kann. 
Man kann auch an andere enzymatische Prozesse denken, und diese 


1) Ein kurzes Resiimee dieser Arbeit wurde am 31. X. 1921 am 1. KongreB 
tschechoslovak. Botaniker vorgetragen. 
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der experimentellen Untersuchung zugingliche Annahme_ wird bei 
weiteren Versuchen beriicksichtigt werden. 

Diese und andere Tatsachen zwingen uns die Resultate der plasmo- 
metrischen Methode nicht einfach auf die Permeabilititsverhaltnisse 
(Kindringungsschnelligkeit) des Plasmolyticums zuriickzufiihren, son- 
dern als endlichen Erfolg verschiedener, ineinander eingreifender Prozesse 
zu betrachten. 

Um die Einwirkung der Verwundung des Gewebes, der Wasserung der 
Schnitte usw. auszuschlieBen, habe ich zu meinen Versuchen Spirogyra 
gewihlt, die sich auch durch die genau zylindrische Gestalt der Zellen und 
bei der Plasmolyse sehr schén ausgebildete Menisci vorziiglich bewahrte. 

Die Feststellung der Protoplasmakorrektur ist fiir die Permeabilitits- 
messungen nicht notwendig, da es sich nicht um absolute Werte fiir 
osmotischen Druck, sondern nur um relative Veranderungen des Grades 
der Plasmolyse handelt. Der Einflu®8 der Konzentration auf den Verlauf 
der Plasmolyse wurde noch nicht hinreichend festgestellt, einige Ver- 
suche mit NaCl und KNO, zeigen aber keinen bedeutenderen Unter- 
schied im Verlauf der Kurven bei graphischer Darstellung. Ich wihlte 
bei meinen Versuchen die Konzentration verschiedener Salze méglichst 
so, daB der Grad der Plasmolyse sich in den ersten 2 (bis 3) Stunden 
durchschnittlich zwischen 0,5 —0,6 bewegte. 

Algen zu den Versuchen stammten von den Lokalitaten der Um- 
gebung von Prag (Kré, Branik, Vyzlovka) und wurden in Aquarien 
kultiviert. Alle Kulturen waren leider steril, so daB die Bestimmung 
nicht méglich war. Es wurden im ganzen keine bedeutenden Unter- 
schiede dieser drei Spirogyraarten im Verhalten gegen Plasmolytica 
beobachtet. Wenn man aber niahere Einzelheiten verfolgen will, ist 
eine Kontrolle immer notwendig und die Vorbehandlung des Materials 
sehr wichtig (Versuch 7, Abb. 1, 


a 





~ 2| Einwirkung des Ca-Ions, vgl. 

ad Sziics 1910, 761). 

; | ie ecg ies ' Die Lésungen von den Salzen 

dials cere stare daa (Merck oder Kahlbaum) wurden 
a direkt durch Wagen oder durch 


Verdiinnung volumnormal her- 
gestellt. Es wurden entweder von den in bestimmten Intervallen aus 
geschlossenen Glisern mit Plasmolyticum hergestellten Praparaten die 
Durchschnittswerte mehrerer Zellen (8—20) gerechnet, oder in ge- 
schlossenen Priiparaten (Vaselinverschlu8) immer bestimmte und die- 
selben Zellen beobachtet. Alle Messungen wurden bei etwa 18 —22° C 
durchgefiihrt. 

Ich habe die Zellen nicht direkt im Mikroskop gemessen, sondern 
mit Abb éschem Zeichenapparat (bei VergréBerung ZeiB 4 DD) ge- 
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zeichnet (ahnlich den Versuchen von de Vries, Rysselberghe, 
Lepeschkin) und erst dann gemessen. Natiirlich ist es noch besser, 
die Zellen zu photographieren, da dann alle in demselben Moment 
dauernd fixiert sind und man nicht nur den Grad der Plasmolyse, sondern 
auch innere Details, z. B. die Lage der Chromatophoren, des Zellkerns, 
den Zustand der Nachbarzellen usw. wann immer beobachten kann. 
Sehr bequem und viel leistungsfihiger (Beobachtung der beginnenden 
Plasmolyse) ist die Methode in Verbindung mit Kinematographie- 
aufnahmeapparat. 

Eine weitere Modifikation der Methode war die, da ich die ge- 
zeichneten oder photographierten Zellen nicht ausgemessen habe, 
sondern den Umrissen nach immer genau ausgeschnitten (zuerst den 
inneren UmriB der Membran, dann den 
kontrahierten Protoplast) und die aus- pay F sna nn 8 
geschnittenen Papierchen gewogen ‘habe. / one 
Wenn man auf die GleichmaBgkeit in der 
Dicke des Kartons, das genaue Ausschneiden 








und Abwiegen achtet, kann man sehr genaue Resa P 
Zahlen bekommen, die selbstverstindlich / 
nicht absolut, aber relativ sehr gut mit denen . 
durch Messung gewonnenen tibereinstimmen 14: 
(Vergleich beider Methoden — Versuch 18a , 
und Abb. 2). 

Man kann auch beliebig viele ausge- g50 a i 
schnittene Zellen auf einmal wiegen, so dah eee 


man durch zwei Wagungen und einziges 

Dividieren die Durchschnittszahlen groBer Reihen von Zellen gewinnen 
kann. Diese Methode ist auch auf die Zellen, die von der zylindrischen 
Gestalt abweichen, wenn sie nur in der Ebene, die senkrecht zu der Be- 
obachtungsebene steht, parallelogrammen Durchschnitt besitzen (tafel- 
formige Zellen), sehr gut anwendbar, wie meine Versuche an Mnium- 
blittchen zeigen. 


Il. Beobachtung des plasmolytischen Vorganges. 


Nach dem Verlauf der Plasmolyse und nach der Form des kontrahierten Pro- 
toplasten kann man konkave und konvexe (imperfekte und perfekte) Plasmolyse 
unterscheiden. Bei Spirogyra scheint die Adhision des Plasmas an der Zellmem- 
bran nicht so groB zu sein wie bei manchen Gewebezellen (Hecht), da sich der 
Protoplast gewohnlich glatt von den Zellwinden lést und sich ganz regelmaBig 
weiter kontrahiert (regelmaBige Plasmolyse). Sehr oft sterben bei Spirogyra die 
Zellen, die konkave Plasmolyse zeigten, bedeutend friiher ab, oder waren die 
Lésungen, die diesen Plasmolysemodus hervorrufen, besonders giftig. Der regel- 
miaBige Verlauf der Plasmolyse gestattete es, sehr bald mit der Messung zu be- 
ginnen (viel friither, als Héfler fiir Tradescantia angibt). Die Nachholung der 
fehlenden Anfangsstadien wire mit Hilfe der kinematographischen Registrierung 
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sehr gut méglich. Da alle drei angewandten Spirogyraarten weitgehende Uber- 
einstimmung in ihrem Verhalten zeigten, sind alle Versuche gleichzeitig geschildert. 

NaCl. In NaCl-Lésungen war der Vorgang der Plasmolyse ganz regelmabig, 
der Protoplast hob sich zuerst in den Ecken von den Zellwanden ab und kontra- 
hierte sich dann langsam weiter. Etwa nach !/, Stunde hat er das Minimum seines 
Volumens erreicht, nach 1 Stunde dehnte er sich wieder und zwar ganz regelmaBig 
bis zur 6. bis 10, Stunde; von da ab wurde die Schnelligkeit der Dehnung kleiner. 
Spiter wurde sogar Kontraktion, wahrscheinlich infolge Exosmose oder Dehy- 
dratation der Plasmakolloide, beobachtet. Dieses Sinken des Grades der Plasmo- 
lyse (G) war gewohnlich praimortal, oft auch mit deutlichen UnregelmaBigkeiten 
der Meniscioberflichen verbunden, manchmal lebten dann aber scheinbar ganz 
unbeschadigte Zellen noch lange Zeit weiter. Beim Absterben verloren die Menisci 
ihre glatten Konturen, sehr oft kamen groBe Vakuolen zum Vorschein, die dann 
auch nach der Destruktion des Protoplasten isoliert noch lange in den Zellen 
ausdauerten. 

Mit Hilfe der Kinoregistrierungsmethode ist es mir gelungen, cine mit ™/,- 
NaCl plasmolysierte Zelle waihrend der Teilung zu beobachten. Am Anfang der 

Plasmolyse erschien die neu entstehende Zell- 
aa wand als ein Ring an der Zellmembran, durch 
dessen Offnung die Protoplasten _ beider 
Schwesterzellen mit einer breiten Plasma- 
briicke zusammenhingen. Diese Verbindung 

zuerst etwa '/, der Zellbreite einnehmend 

wurde immer enger, bis sie nach 1" 37’ nur als 
diinner Faden erschien, der beide regelmabig 
plasmolysierte Protoplasten verband. Nach 
etwa 3 Stunden verschwand mit diesem Faden 
auch die leichte Zuspitzung der Menisci an 
60! dieser Seite und die Querwand teilte wahr- 
O45 scheinlich beide Tochterzellen vollstindig ab: 
| diese wichen dann keineswegs von anderen 
b Nachbarzellen ab. Nach 6stiindiger Plasmolyse 

kamen in allen Zellen einige UnregelmaBigkeiten 

zum Vorschein, aber erst nach 9" 50’ wurde 
035 starke praimortale Kontraktion beobachtet, 
nach der dann die Protoplasten bald platzten 
und fast die ganze Zelle ausfiillten. Da anfangs 
das gemeinsame Volum beider Protoplasten 
im Vergleich zu der ganzen Mutterzelle ge- 
nommen werden muBte, wurde dieses Verhiltnis auch weiter beibehalten. Das 
Protokoll mit der graphischen Darstellung zeigt vollstandige Gleichheit in bezug 
auf Verlauf der Plasmolyse der normalen und der in Teilung begriffenen Zellen 
(Abb. 3). Bei diesem Versuch (Spirogyra Branik) wurde maximale Kontraktion 
sehr spit, erst nach 5 Stunden erreicht. 

KCl. In KCl-Lésungen wurde ein sehr ahnlicher Verlauf der Plasmolyse wie 
bei NaCl beobachtet, die VergréBerung des Protoplasten war aber bedeutender, 
schneller; die Verlangsamung der Ausdehnung kam friiher oder spiter als in 
NaCl-Lésungen zum Vorschein (Abb. 1). 

KNO, ist fiir Spirogyra sehr giftig. Gleich beim Beginn der Plasmolyse starb 
eine groBe Menge von Zellen, aufgequollene Chloroplasten klebten sich aneinander 
(Meyer, 2, 682. 1921). Auch die Zellen, die anfangs ganz gut plasmolysiert 
waren, zeigten sehr friihe UnregelmaBigkeiten der Menisci, sehr oft bildeten sich 





' reaps ff 
Abb. 3. 
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Vakuolen. Die aufgequollenen Chromatophoren klebten in den Menisci zu einer 
griinen Masse zusammen, wihrend die Mitte der Zellen hyalin blieb. Héchstens 
in 2—3 Stunden starben alle Zellen ab. Die Dilatation des plasmolysierten Proto- 
plasten war hier die gréBte von allen becbachteten Salzen, der starken  Giftighe it 
wegen sind aber die Messungen weniger genau. 

KCNS. Kaliumrhodanid wirkte so giftig und war so permeabel, daB es keine 
Plasmolyse hervorrufen konnte. 

K,S0, wirkte ziemlich verschieden nach der Konzentration. In ™ »- Lésungen 
kam sehr schnelle starke Kontraktion, oft auch von den Lingswinden bis in die 
Kugelform zum Vorschein. ™/,-Lésung plasmolysierte gut und regelmaBig. Beim 
Absterben platzten die kontrahierten Protoplasten, die Chloroplasten waren dann 
rings um eine oder zwei Vakuolen gelagert. Solche Vakuolensysteme waren be- 
sonders in ™/,-K,SO, charakteristisch, wo die regelmaiBige Plasmolyse nur aus- 
nahmsweise beobachtet wurde. Na,SO,-Lésungen haben gleiche Wirkung gehabt. 
Bei den regelmaBig plasmolysierten Zellen schwankte der Plasmolysegrad in 
m/,-K,SO, oder Na,SO, mehr oder weniger um ziemlich konstante Werte bis zum 
Absterben der Zellen. 

PO,’”. Bei den Phosphaten mu man deren Reaktion beriicksichtigen. 
KH,PO, plasmolysierte gut, alkalische Phosphate waren bedeutend giftiger. 
Monocalciumphosphat (Kahlbaum — tritbe Lésung) erwies sich immer als zu der 
Plasmolyse ganz ungeeignet. Im Gegensatz zu anderen Salzen lésten sich die 
Protoplasten in KH,PO, von den Langswinden konkay ab und blieben sehr lange 
mit den Querwiinden in Zusammenhang. Am Anfang war der Grad der Plasmolyse 
konstant (etwa 3 Stunden), dann dehnte sich der Protoplast ein wenig, um nach 
weiteren 2 Stunden sich wieder zu kontrahieren: nach 17 Stunden stieg der Grad 
der Plasmolyse wieder etwas. 

™/,-K,HPO,-Lésungen plasmolysierten schnell und regelmabig. Aber schon 
nach 10—12 Minuten kamen Vakuolen zum Vorschein. In ™/,-Lésungen war die 
Plasmolyse zuerst sehr schén, nach '/, Stunde platzten aber die Menisci, und es 
bildeten sich iiberall Vakuolen. 

Na,PO, verursachte auch stark konkave Plasmolyse, die sehr schnell in 
Vakuolen iiberging: in diesen waren bald Koérnchen, dann dunkler Niederschlag 
sichtbar. 

Es ist wahrscheinlich, daB durch die alkalische Reaktion die Permeabilitit 
des Protoplasmas ,,vergréBert wird’ (Sziics, Jacobj). Oedogonium wurde durch 
m/,-K,HPO, gut plasmolysiert, nach einer Zeit dehnte sich aber der Protoplast 
wieder aus und fiillte den ganzen Zellraum wie vor der Plasmolyse. 

CaCl,. In verdiinnten CaCl,-Lésungen (™/,9,) gedeiht Spirogyra sehr gut. 
In hypertonischen Lésungen war die Plasmolyse regelmaBig, in konzentrierteren 
lésten sich die Protoplasten auch von den Langswanden ab. Trotzdem, daB die 
Menisci nach etwa 2 Stunden (™/,-Lésung) ihre glatten Konturen verloren hatten 
und oft héckerig wurden, blieb die Plasmolyse regelmaBig, und erst nach mehr als 
weiteren 2 Stunden platzten die Zellen und es entstanden groBe Vakuolen. Der 
Grad der Plasmolyse war anfangs ziemlich konstant, verminderte sich dann ein 
wenig und anderte sich dann nicht mehr weiter bis zum Absterben der Zellen. 
Bei Spirogyra von Kré wurde in ™/,-CaCl,-Lésung ein starker Abfall im Grade 
der Plasmolyse beobachtet. 

Ca(NO,), plasmolysierte sehr gut und regelmaBig, trotzdem verdiinnte Lésun- 
gen sehr giftig sind (™/,9), vgl. Wischmann). Der Grad der Plasmolyse war 
anfangs ziemlich konstant und anderte sich mit Ausnahme der Verminderung 
nach 11 Stunden nur wenig. Geschadigte Zellen konnte man nach den unregel- 
maBigen Meniscen erkennen, Vakuolen wurden nie gebildet (Abb. 4). 
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Mg”. Der Verlauf der Plasmolyse in MgCl, -und MgSO,-Lésungen war sehr 
ihnlich. Nach dem anfinglichen starken Abfall des Plasmolysegrades folgte bei- 
nahe Gleichgewicht oder sehr allmahliches Sinken bis zum Tode der Zelle (MgSO,) 
oder verminderte sich die Schnelligkeit der Kontraktion langsam, um spiter in 
vollige Konstanz iiberzugehen (MgCl,). MgSO, war aber viel giftiger (auch in ver- 
diinnten Lésungen) (Abb. 5). 

Von den organischen Verbindungen 
wurde nur Saccharose und Harnstoff in 
Versuche hineingezogen. Rohrzucker plas- 
molysiert sehr gut, sehr oft kann man 
schéne Fadenbildungen erkennen (s. 
Hecht, Meyer, 8. 681). Der Plasmo- 
lysegrad war anfangs oft konstant oder 
sank nur langsam; spiter wurde allmah- 
liches Sinken beobachtet, erst vor dem 
Tode kam starke schnelle Kontraktion zum Vorschein. Das Bild der abgestor- 
benen Zellen kleine dichte Klumpen von ganz unregelmabiger Form in der 
Mitte der Zellen — war sehr demjenigen von MgSO, ahnlich (Abb. 6). 

Beim Harnstoff wurden sehr groBe individuelle Verschiedenheiten und starke 
UnregelmaBigkeiten im Verlauf der Plasmolyse beobachtet, alle Zellen starben 

0 héchstens in 2 Stunden ab. 
G40 Von den Versuchen, die mit 
Kombinationen der Salzlésungen 
gemacht wurden, sei nur angefiihrt, 
da bei allen Mischungen (MgSO, 
+ KNO,, CaCl, + KNO, ™/, 1: 1) 





2 Sale tis %  24std 
Abb. 4. 











0,30 starke Abnahme der Giftigkeit, bei 

m/ Mg SO, der Plasmometrie Sinken des Plasmo- 

te a dacs pico insales tikes ei me bmanigtepebbitnd lysegrades, also Uberwiegen des zwei- 
0,15 wertigen Ions, beobachtet wurde, 

lee a my Mg Op Ich wollte auch die Angabe von 

090-— Sziics, daB H,O, die Permeabilitit 

?, 5 10 15 20 25 Std. “ge e ; 
‘aan « von Spirogyra erhéht, plasmome- 


trisch nachzuweisen versuchen, dies 
scheiterte aber an groBer Empfindlichkeit der mit H,O, behandelten Zellen 
gegen Plasmolyse; die Zellen, die nicht absterben, waren geschadigt, was sich 
durch unregelmaBige Meniscioberflache verriet, so daB genaue Messungen nicht 
moglich waren. Die Resultate meiner Versuche mit FeSO, und Methylenblau- 
0, firbung bestitigen aber die Angaben 
0,30} von Sziics. 

Auch konnte ich beobachten, daB 
BY Figo SRN durch die Anwesenheit von Anilin die 
tik ; Ps z 4p ET Schnelligkeit der Spirogyrafirbung mit 

‘ne Methylenblau, Neutralrot bedeutend 

pay ie erhéht wird, ebenso Bildung der Fil- 
lungen durch FeSO,, NaHNH,PO,. Diese Wirkung auBerte sich nur bei Zugabe 
von Anilin (0,1%) in betreffende Lésungen; wenn Anilin zuerst 1 Stunde auf die 
Algen eingewirkt hatte und erst dann gefirbt wurde, konnten keine Unterschiede 
vom Kontrollmaterial entdeckt werden; vielleicht ist dazu lingere Einwirkung 
notwendig. Wenn Anilin (0,1°%) in 0,5 mol NaCl oder KCl gelést wurde, ver- 
ursachte es immer Verminderung des Aufstieges des Plasmolysegrades, die Ver- 
langsamung der Ausdehnung wurde viel friiher bemerkbar, ja bei den Algen, die 
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lingere Zeit in 0,1 proz. Anilin im Leitungswasser kultiviert wurden, wurde sogat 
Sinken statt Aufstieg des Plasmolysegrades bei Plasmolyse mit KCl oder NaCl 
(mit oder ohne. Anilinzusatz) beobachtet, so daB bei der graphischen Darstellung 
die Kurve von der fiir zweiwertige lonen charakteristischen Gestalt resultierte. 


Ill. Besprechung. 


Wenn man die Resultate, namentlich deren graphische Darstellung durch- 
sieht, kann man bei kurzen Intervallen bedeutende Schwankungen beobachten, 
im ganzen kann man aber einen auffalligen Unterschied in Wirkung ein- und 
zweiwertiger Ionen feststellen: namlich den Aufstieg im ersten und mehr oder weni 
ger ausgepragten Abfall des Plasmolysegrades im zweiten Falle. Die dreiwertigen 
fonen sind zu giftig, um mit ihnen plasmometrisch arbeiten zu kénnen. Dann 
wurde fast ausnahmslos bei ein- wie zweiwertigen Ionen Verminderung des Proto 
plastenvolumens am Ende der Plasmolyse, vor dem Absterben der Zellen fest 
gestellt. Manchmal wurden scheinbar ganz ungeschadigte Zellen mit auffallend 
niedrigem G beobachtet: bei der nichsten Messung waren diese Zellen oft schon 
abgestorben. Die Verlangsamung der regelmaBigen Ausdehnung bei der Plasmo- 
lyse mit Na- und K-Salzen kann man auf Verminderung der Permeabilitét unter 
dem EinfluB des Salzes zuriickfiihren, wie auch von de Vries, Fitting, Ruh- 
land, Tréndle angegeben wird. Man kann aber nicht ausschlie Ben, daB bei unver- 
iinderter Intrameabilitat fiir das Plasmolyticum erhéhte Exosmose den Abfall 
des osmotischen Wertes und dadurch Verminderung des Protoplastenvolumens 
verursacht (verschiedene Versuche zeigen groBen EinfluB der Salze auf die 
Extrameabilitat — Niklewski, Wachter, Loeb-Cattel usw.). Das auf- 
fillige primortale Sinken des Protoplastenvolumens wire auch mit starker 
Exosmose bei kleiner Intrameabilitat erklirbar, es scheint aber wahrscheinlicher zu 
sein, das es sich um Verinderungen im kolloidchemischen System des Plasmas 
handelt und diese Verminderung auf die primortalen Dehydratationserscheinun 
gen (vor der mortalen Koagulation resp. Ausfallung und Entmischung der Kol- 
loide) besser zuriickgefiihrt werden kann. 

Es ist sehr interessant und wichtig, daB in keinem Fall primortaler Anstieg 
der Permeabilitaét beobachtet werden konnte, im Gegenteil, vor dem Tode wurde 
fast ausnahmslos die erwihnte Abnahme des Protoplastenvolumens beobachtet. 
In KNO,-Lésung wurde Spirogyra so geschidigt, daB sehr bald Unregelmibig- 
keiten an den Menisci auftraten, die Vergleichung der Messungen mit den Héfler- 
schen Angaben an Tradescantia unméglich machen. 

Die Wirkung mancher Salze mufS man mit sehr breitem Ausdruck giftig 
(schidigend) bezeichnen, da man die verschiedensten Verinderungen im kolloid 
chemischen System des Plasmas, die nur das Gemeinsame haben, dab sie sehr 
schnell zum irreversiblen Gleichgewicht —- Tode — fiihren, nicht niher charakteri- 
sieren kann. 

Die Resultate der plasmometrischen Messungen an Spirogyra kann man in 
folyender Tabelle zusammenstellen ; 





kK Na Mg Ca 
| geal . 4 
1 ae 6 4 
ee 0 0 | + 
HPO,. . i) | 
hedeutet: der Grad der Plasmolyse G wiichist 
0 - as oS ¥ <s bleibt koustant 
+ * a * * es sinkt 
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Wenn man diese Tabelle iibersieht, kann man vollstandige Parallelitat in Wir- 
kung der Salze auf Spirogyra und auf Cyanophyceen (erscheint in Bulletin internat. 
de l’acad. des sciences de Bohéme) feststellen; nach bisherigen Vorversuchen kann 
ich auch schon anfiihren, daB sich Cladophora und Utricularia ahnlich verhalten. 

Fiir die Reihe der Kationen K > Na > Ca > Mg sowie die der Anionen 
CNS > NO, > Cl > SO, kann man zahlreiche Analogien von den physiologischen 
sowie physikalisch-chemischen Versuchen anfiihren, Man kann nur die Versuche 
von Fitting (vollig iibereinstimmende Resultate bei Rhoeo), Ruhland, Kii- 
ster, Tréndle, Osterhout, Brooks, Stiles - Kitt anfiihren. In der physikali- 
schen Chemie, speziell der Kolloidchemie, kehrt diese wohlbekannte Reihe der 
lonen bei zahlreichen Reaktionen wieder (von zahlreichen Versuchen seien nur 
manche Fiallungs- und Hydratationserscheinungen erwihnt). Nur auf einige Ver- 
suche von Clowes méchte ich noch aufmerksam machen. Man kann sicher Plasma 
nicht einfach mit einer Emulsion vergleichen, aber gewissermaBen ist es doch eine 
Ol-Wasser-Emulsion (Lipoid- und Hydrophase — Lepeschkin, Moellen- 
dorf). Mit den Experimenten von Clowes steht im Einklang, da einwertige Ionen, 
die das Gleichgewicht im System Ol-Wasser nicht verindern, sich im Dispersions - 
mittel, der kontinuierlichen Wasserphase, verbreiten kénnen. Wenn aber zwei- 
wertige Tonen die Emulsion ins System Wasser-Ol iiberfiihren, verschlieBen sie 
sich selbst den Zutritt in die Zelle, da sie in der jetzt kontinuierlichen Olphase, 
die nun auch die Oberfliche des Systems bildet, nicht léslich sind. 

Ich kann nicht abschlieBen, ohne noch einmal die Komplexitaét der Erschei- 
nungen bei der plasmometrischen Messung hervorzuheben. Es mu weiteren 
und vielleicht nicht leichten und einfachen — Versuchen vorbehalten bleiben, 
dariiber zu entscheiden, ob es sich bei K- und Na-Salzen um Ausdehnung des 
Protoplasten nur infolge Intrameabilitaét dieser Salze handelt, wieviel von dieser 
Ausdehnung durch Quellung, durch enzymatische Prozesse usw. verursacht wird, 
ob es sich bei Ca’’ und Mg” um vollige Impermeabilitat handelt und das Sinken 
des Grades der Plasmolyse durch (erhéhte) Exosmose bedingt ist, oder ob es sich 
um Impermeabilitét und Dehydratationserscheinungen, oder doch um _ Intra- 
meabilitat, die aber durch Exosmose und Dehydratation, eventuell noch mit 
enzymatischen und anderen Vorgiingen verbunden, bedeckt ist, handelt. 

Zum Schlusse méchte ich Herrn Prof. Dr. Boh. Né mec, indessen Institut diese Ar- 
beit durchgefiihrt wurde, fiir seine giitige Unterstiitzung und Beihilfe bestens danken. 

Die wichtigsten Resultate dieser Arbeit kann man kurz z usam men- 
fassen: 

1. Der Grad der Plasmolyse wiichst nach einer bestimmten Zeit in 
einwertigen Ionen, bleibt konstant oder vermindert sich stiindig in 
zweiwertigen Ionen. Diese Wirkung ist fiir Kationen sowie fiir Anionen 
charakteristisch, aber die Wirkung des Kations tiberwiegt. In bezug 
auf den Verlauf der Plasmolyse kann man fiir die Kationen die Reihe 
K > Na> Ca > Mg, fiir die Anionen NO, > Cl > SO, aufstellen. 

Die Veriinderungen im Grade der Plasmolyse kann man aber nicht 
einfach auf die Intrameabilitaét zuriickfiihren, man muB neben der Exos- 
mose auch den Hydratationsgrad der Plasmakolloide, enzymatische 
Prozesse in der Zelle und andere Faktoren beriicksichtigen. 

2. Primortaler Aufstieg der Permeabilitat konnte plasmometrisch 
nicht festgestellt werden, im Gegenteil wurde oft vor dem Tode Sinken 
des Plasmolysegrades auch in einwertigen Ionen beobachtet. 
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3. Anilin férdert die Firbung von Spirogyra mit Methylenblau, Neu- 
tralrot, vitale Faillung der Gerbstoffe mit FeSO,, NaHNH,PO,, bedingt 
aber Sinken des Plasmolysegrades (NaCl, KCl) bei der Plasmometrie. 


Beispiele einiger Versuche. 

In den angefiihrten Protokollen sind die Grade der Plasmolyse -} G -— immer 
Durchschnittswerte von einer Anzahl von Zellen (8 —20 und mehr) angefiihrt. 
Die Differenzen einzelner Zellen waren manchmal klein, manchmal bedeutend, 
die angefiihrten Maxima und Minima sind aber oft nur Extreme, die meisten 
Zahlen lagen gewohnlich nicht weit von den Mittelwerten. Im Verlauf der Plasmo 
lyse vergréBerten sich oft die Differenzen zwischen einzelnen Zellen und kamen 





dann bedeutendere Spriinge zum Vorschein. 


Versuch VII. ™/o-KCI. Zeichnung, Messung. Spirogyra Kre. 








Versuch XVIlba). ™ 


Maxi- 


Mini- 


Zeit ¢ mum mum | 2=¢°9 

5 - («8 Qh | 0.543 0,57 . 0,51 0.271 
> F % | 4245’) 0,605 | 064 057 0,302 
Sak « 10" 10’; 0,652 | 0,72 | 0,62 , 0,326 
oe oe: Bs | 12" | 0,674 | 0,75 | 0,62 | 0,337 
Sr tae 14" 0,698 O76 0,65 | 0,349 
<= 2h | 0.531 | 0,56 | 049 | 0,265 
= bn 0,552 | 0.66 | 0,51 0,276 
4 10 0.592 064 0,54 0,296 
= 12") 0,594 0,64 | 0,55 0,297 
= 14> 0,585 0.51 0.56 0,292 
; 2» | 0387 | 0,42 | 036 | 0,193 

5h | 0,388 0,194 


CaCl, Spirogyra VyZlovka. 





Zelle Nr. Messung Wiegung | Messung Wiegung;Messung Wiegung | Messung Wiegung 
4 0,512 0,590 0.506 Q,588 0,545 0.600 

5 0.513 0,545 | 0,530 0,560 | 0,521 | 0,558 | 0525 | 0,558 

8 0,522 0.590 | 0510 0576 | 0496 | 0,550 | 0496 | 0,555 

9 0,500 0,568 | 0,495 0,560 | 0492 | 0,552 | 0475 | 0.542 

16 0,498 0.592 0,500 0,605 0,512 0,630 0,508 0.625 


Versuch VIII. ™.-KNO3. Zeichnung, Messung, Spirogyra Kre. 














Zeit G Maximum Minimum O=0-4 
gh 0,621 | 0.750 | O540. 0,310 
5b 30’ 0,613 0,770 0,680 0,302 

13® 30’ 0,690 0,800 0,540 0,345 
215 45’ 0,726 0,810 0,590 0,363 
Versuch XXV. ™/5-KNO 3. Mikrophoto, W. Spirogyra VyzZlovka. 
Zeit G O=0-6 
Qh 15’ 0,502 0,167 
Oh 45’ 0,735 0,245 
1» 15’ 0,704 0,234 
1245’ | 0,750 0,250 
Qh 15’ } 0,761 0.253 
on 45’ =| (0,753 0,251 
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Versuch XX. ™/s-K,SO,4. Mikrophoto, W. Spirogyra, VyZlovka. 





Zeit G O0=C-G Zeit G C=C-G 
O17’ | 0,524 | 0.173 9917 0531 | 0,177 
Ob 47’ 0,526 | 0,175 10" 17’ 0,525 | 0,175 
1217” | 0.513 | 0,168 | 11517’ | 0,521 | 0,174 
2517 | 0,516 | 0,172 | 12517’ | 0,525 | 0,175 
3" 17’ 0.511 0,170 13" 17’ 0,539 | 0,179 


4517’ | 0,532 | 0,177 | 15517’ | 0536 | 0,178 
50 177 | 0,529 | 0,176 | 18517” | 0,534 | 0,176 
6" 17’ | 0,522 | 0,174 | 2217” | 0,508 | 0,169 
7°17’ | 0,633 | 0,177 265 17’ 0,528 | O,176 
8917’ | 0,541 0,180 } 30" 17’ 0,538 | 0,179 


Versuch XXVI. ™/5-KH,PO,4. Mikropotho, W. Spirogyra, VyZlovka. 








Zeit G O=C. a| Zeit G O=C-G 


0» 30’ | 0,630 = 0,210 5» 30’ | 0,640 | 0,217 
1"0’ =| 0,628 | 0,209 8" 30’ | 0,625 | 0,208 
1"30 | 0,625 | 0,208 | 12810’ | 0,615 | 0,205 
25 30’ | 0,625 | 0,208 | 17507’ | 0,605 0,202 
3530’ | 0,620 | 0,207 | 24530’ | 0,640 | 0,213 


Versuch XI. 3. ™/s-CaCl,. Zeichnung, Messung, Spirogyra, VyZlovka. 





Zeit G Maximum Minimum O=C-+G 


65 38” 0,664 0,860 0.580 0,332 
10 38’ 0,560 0,670 0,460 0,280 
21910’ | 0,517 0,580 0,420 0,258 


Versuch XVI. ™/s-Ca (NOg)g. Mikrophoto, W. Spirogyra VyZlovka. 





Zeit G 0=C-6 | weit | ° @ O=C-4 


Oh 30’ 0,540 | 0,180 8! 0’ 0,508 0,169 
12 0’ 0,532 | 0,177 110’ 0,482 0,161 
1» 30’ 0,525 | 0,175 18" 0’ 0,518 0,173 
2h 0,535 | 0,178 24h (’ 0,501 0,167 
shy’ = o.b23 | «O74 «| 2720’ O07 «0.169 
4h 0,530 | 0,177 41" 0/ 0.515 0,172 
6" 0 0,517 | 0,172 


Versuch XIX. ™4-MgClo. Mikrophoto, W. Spirogyra, VyZlovka. 








Zeit @ O=C-4 Zeit G 0=C-4 


0» 21’ 0,542 0,135 64 15’ 0,408 0,102 
Oh 72’ 0,502 0,125 8h 15’ 0,420 0,195 
2h 05’ 0,497 0,124 | 26"30’ | 0,428 0,107 
$"15’ | 0.435 0,109 | 36" 45’ | 0,418 0,104 


Versuch XIIL m-MgSO,. Zeichrung, Messung. Spirogyra Kre. 








Feit . G=0 | Maximum Minimum 


Oh 40/ 0,688 0,740 0,660 
1 40/ 0,664 0,74 0,57 
3h 50’ 0,638 0,71 0,57 


5" 20’ 0,632 0,71 0,53 
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Versuch XXVIII. ™ 4-Saccharose. Kino, W. Spirogyra. 





Zeit G O0=C.G | Zeit G 0=C-@ 
5h 06’ 0.638 0,319 9h 06’ 0.607 0,303 
6 06’ 0,606 0.303 105 06’ 0.604 0.302 
7" 06’ 0,606 0.303 11" 06’ 0.594 0.297 


Versuch XXVIII. ™ ,-Saccharose. Kino, W. Spirogyra Branik 





Zeit G O-C-4G Zeit G O-C-G 
1° 06’ 0.620 0,310 27" 52’ 0,588 0,294 
1h 59” 0,608 0.304 305 327 0,552 0.276 
Qh 52’ 0.645 0,323 34 97’ 0.570 OSD 

10" 33’ 0,640 0,320 38> 52’ QO,555 0,277 





16" 07’ 0,606 0,303 48h 02’ | 0,520 0,269 

23h 32’ 0,586 0,293 51" 47’ | 0.518 0,258 

26" 02’ 0.575 0.288 53 42’ | 0,410 0,205 
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20, 89. 1919; 22, 16. 1920; Zeitschr. f. Botan. 11, 220. 1919; diese Zeitschr. 
112, 259. 1920. — Weber, F., Osterr. botan. Zeitschr. 70, 172. 1921. — Wisch- 
mann, J., Uber die Giftwirkung verschiedener Elektrolyte und Elektrolyt- 
gemische auf Spirogyra. Diss. Kiel. Neumiinster 1910. 

Es sei noch auf die Arbeiten von H. Kahho (diese Zeitschr. 11%, 87; 
120, 125; 122, 39; 123, 284) aufmerksam gemacht, von denen namentlich die vierte 
Mitteilung in enger Beziehung zu den besprochenen Tatsachen steht, die aber erst 
nach Fertigstellung dieses Manuskriptes erschien. 














Das Problem der Zymasebildung in der Hefe. 


I, Mitteilung. 


Von 
F. Hayduek und H. Haehn. 


(Aus dem Institut fiir Gairungsgewerbe in Berlin.) 
(Eingegangen am 30. Januar 1922. 


Erster Teil. 
Begriff der Girkraft einer Hefe. 

Seitdem EF. Buchner die Zymase von den lebenden Zellen getrennt 
hatte und mit diesem Agens die Zuckerzerlegung in Alkohol und Kohlen- 
siiure bewerkstelligen konnte, wird der ProzeB der alkoholischen Garung 
allgemein dem von der lebenden Zelle abgetrennten Enzym Zymase 
zugeschrieben. Es stellte sich aber bald heraus, da nicht alle gir- 
kraftigen Hefen bei der Aufarbeitung nach Buchner zymasehaltige 
Praiparate lieferten. Schon der Entdecker hatte beobachtet, da’ unter- 
girige Bierhefe am geeignetsten ist. Nun gibt es Hefen, wie z. B. die 
nach dem Liiftungsverfahren gewonnenen sog. Brauerei- oder Spiritus- 
hefen (Rasse XII und XIII des Instituts fiir Garungsgewerbe), die eine 
ausgezeichnete Triebkraft besitzen und deshalb zu Backzwecken ver- 
wendet werden, die aber zur Herstellung von ZymasepreBsiften und 
Acetondauerhefen héchst ungeeignet sind. Da8 diese lebenden Hefen 
den Zuckerabbau mit Zymase bewerkstelligen, ist wohl ohne Zweifel; 
aber wie ist es zu erklairen, da sich in diesem Falle das Enzym nicht 
fassen laBt? Offenbar ist in den Priparaten dieser letztgenannten Hefen 
keine wirksame Zymase vorhanden und man ist gen6dtigt, sich hier das 
Enzym in einem besonderen Zustande vorzustellen. Zur weiteren 
Klarung dieser Erscheinung wollen wir die von H. v. Euler aufgestellte 
Arbeitshypothese tiber die 2 Arten von Zymase heranziehen und eben- 
falls von einer freien und einer an das lebende Protoplasma gebundenen 
Zymase sprechen. 

Buler und af Ugglas') kommen zu folgendem SchluB: ,,Die Zymase ist in der 
lebenden Hefe als chemischer Komplex ganz oder teilweise an das Protoplasma 


1) Euler und af Ugglas, Hoppe-Seylers Zeitschr. fiir physiologische Chemie 
70, 279. 1910; Zuler und Kullberg, Hoppe-Seylers Zeitschrift fiir physiologische 
Chemie 73, 85. 1913; Hans Euler und Paul Lindner, Chemie der Hefe und der 
alkoholischen Girung. Leipzig 1915, S, 251 u, 314. 
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gebunden; wird die vitale Tiatigkeit der Zelle dauernd oder zeitweilig aufgehoben, 
so wird auch die giirungserregende Gruppe des Protoplasmas, also die an das 
Protoplasma gebundene Zymase, inaktiviert; wirksam bleibt nur derjenige Teil 
des Girungsenzyms, welcher (frei ist oder) bei der Entwisserung der Hefe im 
Vacuum oder durch Alkohol freigemacht wird.‘ 

Auch M. Rubner') ist gelegentlich ausfiihrlicher Studien tiber die 
Rolle der Zymase in der lebenden Hefe zu demselben SchluB gekommen. 
Griinde energetischer Art lieBen seine Vorstellung entstehen. Durch 
Versuche in wieder anderer Richtung hat W. Ruhland?) die Anschauung 
gewonnen, daB die Enzyme mit den Plasmateilchen eine chemische 
Verkettung haben miissen. 

Diesen Auffassungen tritt ZH. Buchner) entgegen, indem er das 
Enzym in allen Fallen streng vom lebenden Plasma getrennt haben 
will. Gebundene Zymase existiert fiir ihn nicht. Er schreibt: ,,Soweit 
die experimentellen Tatsachen reichen, ist aber, wie wir gezeigt haben, 
eine derartige Annahme zur Zeit entbehrlich.“ Bei der Priagung dieses 
Satzes hat er offenbar, vielleicht nur im Unterbewu8tsein, schon mit 
dem Gedanken gespielt, dafgS eine andere Anschauung als die seine 
unter Umstinden auch teilweise richtig sein kénnte. Buchner*) hat sich 
leider fast ausschlieBlich mit untergdriger Bierhefe®) beschiftigt, weshalb 
er nicht durch das Problem der zymasefreien Spiritushefepraparate 
(Brennereihefe, Baickerhefe, GetreidepreBhefe usw.) zu einer Erweiterung 
seiner Theorie gezwungen wurde. Er macht Rubner den Vorwurf, 
daB er mit Oberhefe gearbeitet habe und begriindet kurz: Oberhefe eigne 
sich nicht zum Nachweis von Zymase*). Er beantwortet diese Frage 
mit der alten Anschauungsweise, da Spiritushefen in ruhendem Zu- 
stande als zymasefrei anzusehen sind und dieselben erst durch die 
Zuckerlésung zur raschen Enzymbildung schreiten. Diese Zymase- 
bildungstheorie wurde bereits zur Erklarung der verschiedenen Er- 
scheinungen bei dem von M. Hayduck ausgeiibten Regenerierungs- 
oder Auffrischungsverfahren benutzt. Man kam schlieBlich zu dem 
Satze: ,,Aufgefrischte Hefe ist nicht solche, die viel Zymase vorritig 
1) M. Rubner, Rubners Archiv fiir Physiologie, Suppl. 1912. 

2) W. Ruhland, Biologisches Centralblatt 33, 346. 1913. 
3) EB. Buchner und S. Skraup, Berichte der Deutschen chemischen Gesellschaft 
47, 852. 1914, ferner E. Buchner und S. Skraup, Biochem. Zeitschr. 82, 107. 1917. 

4) BE. Buchner, H. Buchner und M. Hahn, Die Zymasegiirung. Miinchen, 
S. 57. 

5) Wirksame PreBsifte mit obergiriger Hefe haben erhalten: H. Lange mit 
einer Backereihefe und PreBhefe (Wochenschr. f. Brauerei 15, 377. 1898; J. Rey- 
nolds Green mit Saccharomyces cerevisiae (Hansen); Macfadyen, Morris und Row- 
land mit obergiriger englischer Bierhefe. Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 33, 
2767. 1900; siehe auch ,,die Zymasegirung®, S. 57. 

8) Buchner und Skraup, Berichte der deutschen chemischen Gesellschaft 47, 
I, 856. 1914. 
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enthalt, sondern solche, welche dieses Enzym rasch zu bilden vermag*’!). 
Durch das Eindringen der Zuckerlésung in die Zellen soll das Plasma 
scheinbar in solchen Hefen zur Zymasebildung angeregt werden. Wenn 
dies richtig ware, miiBte eine zymasearme Hefe nach 2—4stiindiger 
Behandlung mit Zuckerlésung zymasereiche Praparate liefern. Dies 
ist jedoch nicht der Fall. ,,Versuche von R. Albert?) haben wahrschein- 
lich gemacht, da®B im Augenblick héchster Schaumbildung, also inten- 
sivster Girtitigkeit zwischen der 4. und 8. Stunde nach Beginn der 
Regeneration (M. Hayducks Methode), der Zymasevorrat in den Hefe- 
zellen ein verhaltnismaBig geringer ist.“ Diese auffallende Beobachtung 
konnte auch Buchner*) in einer Reihe von Versuchen  bestitigen*). 
Weiter aber fragt man sich, welche Ursachen hat z. B. die Zymase- 
bildung in dem Falle, wenn man die Hefe bei niederer Temperatur 
lagern liBt? Es sei vorausgeschickt, daB wir in diesem Falle aus der 
Vergr6Berung der Girkraft nicht auf eine Zymasebildung schlieBen 
wiirden. Wir werden uns im zweiten Teil unserer Arbeit iiber die Re- 
generierungs- und Lagerungsversuche von M. Hayduck, H. Lange und 
E. Buchner aussprechen. 

Uber die Girkraft der Hefen sind wir nun zu folgender Vorstellung 
gekommen: Die Zymase wird vom Protoplasma gebildet, ist mit ihm 
verkettet und kann in einem gewissen physiologischen Zustande der 
Zelle, z. B. bei Uberproduktion aus irgend einem Grunde auch vom 
Plasma abgesondert werden. Jetzt kann das Plasma neue Zymase 
bilden und wir hitten jetzt im Organismus freie, d. h. fertige, Garung 
erregende Zymase und zweitens solche, die noch auf irgendeine Weise 
mit dem Protoplasma verkniipft ist. Untergirige Bierhefe hitte nach 
unseren Ausfiihrungen freie und gebundene Zymase. Werden solche 
Zellen nach Lebedew*) getrocknet und erzeugt man Acetondauerhefe 
nach Albert und Buchner*), so wird in beiden Fallen das Protoplasma 
getétet und damit auch die gebundene Zymase auf irgendeine Art 
denaturiert. Es bleibt als wirksames Enzym die urspriinglich freie 
Zymase erhalten. Die Lebedew-Hefe als auch das Acetonpriiparat geben 
in Zuckerlésung trotz Gegenwart von Toluol eine alkoholische Garung. 
Wir hiitten hier einen reinen EnzymprozeB, HefepreBsaft nach Buchner 
oder Macerationssaft nach Lebedew bestehen aus einer Eiweiblésung, 
die ebenfalls die freie Zymase bereit zur Girung enthilt (zellfreie Garung). 

1) FE. Buchner, Monographie ,,Die Zymasegirung™, S. 280. 

2) R. Albert, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 32, 2372. 1899. 

3) Buchner, Die Zymasegiirung |. c. 8. 279. 

4) Buchner nimmt dann an, daB die Zymase bei den eben betrachteten Ver- 
suchen sehr schnell gebildet und ebenso schnell wieder zerstért wird. 

5) Hans Euler und Paul Lindner, Chemie der Hefe und der alkoh. Garung, S. 88 


und Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chemie 73, 447. 1911. 
6) E. Buchner, Die Zymasegiirung, Monographie, S. 266. 
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Wird hingegen lebende untergiarige Bierhefe in Zuckerlésung bei Gegen- 
wart von Toluol suspendiert, so tritt bekanntlich keine oder nur eine 
schwache Garung ein. Das hat folgenden Grund: Die gebundene Zymase 
wird durch die Vergiftung des Plasmas durch den Kohlenwasserstoff 
auBer Reaktion gesetzt und die freie Zymase kann darum nicht zur 
Wirkung kommen, weil das Toluol die Lipoidmembran') der Zelle auf- 
nimmt, diese Loésung mit der eindringenden Zuckerfliissigkeit eine 
Emulsionsschicht um den Zellinhalt bildet, so daB die Zuckerlésung 
nur spairlich zur Zymase eindringen kann. Die Vergiftungstheorie durch 
Toluol hat viel fiir sich, denn Giaja?) konnte durch den Hepatopankreas- 
saft von Helix pomatia die Membran der Hefezelle zerstéren und so 
gewissermaben das Zellinnere freilegen. Auch die so behandelte Hefe 
verliert durch Toluolzusatz den gréBten Teil ihrer Girkraft. 

Die sog. Spiritushefe, die keinen giirenden PreBsaft — in besonders 
giinstigen Fallen nur ein schwicheres Priparat — auch keine wirksame 
Acetonhefe liefert, wiirde in der Hauptsache nur gebundene Zymase 
enthalten, die mit dem Absterben oder Abtéten der Zelle zugrunde geht. 
Deshalb wirkt auch nur die lebende Hefe stark zuckerspaltend. Diese 
Wirkung kann sofort durch Zusatz von Toluol aufgehoben werden. 
Hier tritt auch die oben erwahnte Lipoidemulsion um den Plasma- 
schlauch und sperrt die Zuckerlésung ab und auBerdem tritt Vergiftung 
des Plasmas durch das Toluol ein (Euler). 

Der Unterschied dieser beiden Hefetypen wird durch die ganz 
verschiedenen Lebenshedingungen hervorgerufen. Bierhefe lebt unter 
Kulturbedingungen, die nur eine langsame Vermehrung gestatten. 
Durch fast vélligen LuftabschluB ist die Hefe gezwungen, zwecks Er- 
zeugung von Energie Zymase fiir die Zuckerspaltung zu bilden, und 
da reichliche Nahrstoffe vorhanden sind, wird sich viel Zymase, ja soviel 
Zymase bilden, daB ein Teil als freie Zymase abgesondert werden kann. 
Spiritushefe wird unter Liiftung, also auf Zellvermehrung hin geziichtet 
Hier ist die Hefe gezwungen, aus den Nahrstoffen in erster Linie Plasma 
fiir die Fortpflanzung zu bilden. Zymase wird nur soviel entstehen, als 
gerade zur Erhaltung nétig ist. Wir werden also hier nur gebundene 
Zymase finden kénnen. Wiirde man die Spiritushefe iippig ernahren 

1) H. Pringsheim fiihrt die Toluolwirkung auch auf eine Schadigung der osmo- 
tischen Verhaltnisse in der Zelle zuriick. Biol. Zentralbl. 33, 504. 1913. 
E. Buchner vermutet, da durch Toluolzusatz ein willkiirliches Spiel der Enzyme 
im Zellinneren entsteht, wodurch die Zymase von der Endotryptase zerstért wird. 
Hiergegen kann man einwenden, da die Zerstérung doch nicht so schnell vor sich 
geht, ohne da etwas Garung eintreten kénnte. Der Zymasesaft der Bierhefe 
gairt doch mit Zucker 3 Tage, obgleich man hier auch von keinem geregelten Spiel 
der Enzyme reden kann. 

*) Zitiert nach H. v. Euler und K. Myrbdck, Zur Kenntnis der Trockenhefe. 
Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chemie 117, 28. 1921. 
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und die Vermehrung durch sehr schwache Liiftung einschranken, so 
miiBten diese Hefen auch freie Zymase bilden und man kénnte wirksame 
Zymasepriparate erhalten. Daf solches méglich ist, beweisen die 
Versuche Langes, der mit normalen Maischen ab und zu solche Preb- 
hefen bekam, die wirksamen ZymasepreBsaft gaben. 

Um unsere Theorie zu demonstrieren und um Stiitzpunkte fiir sie 
zu gewinnen, miBten zunichst folgende Versuche angesetzt werden: 

1. Herstellung von PreBsaft und Acetondauerpriparaten aus Bren- 
nereireinzuchthefe, nach dem Liiftungsverfahren gewonnen. Beide 
miissen unwirksam sein. 

2. Lebende, obige Brennereihefe in Zuckerlésung mit Toluel an- 
gesetzt: Es darf keine Garung erfolgen. 

3. Untergiirige Bierhefe muB wirksamen Prefsaft und wirksame 
Acetondauerpraparate liefern. 

4. Spiritushefe in tippiger Nahrlésung ohne Liiftung geziichtet, muB 
sowohl wirksamen Zymasesaft als auch wirksames Acetondauerpraparat 
liefern (Bildung von freier Zymase). 

5. Dieselbe lebende Spiritushefe in Zuckerlésung mit Toluol angesetzt, 
soll keine oder schwache Garung geben. 

6. Wird untergirige Bierhefe mit Toluol geschiittelt, so tritt Ver- 
giftung des Plasmas und Bildung einer Emulsionsschicht um den Plasma- 
schlauch ein. Wird jetzt das Toluol mit Aceton entfernt, so muB ein 
wirksames Dauerpriparat von Hefe mit freier Zymase entstehen. Ver- 
such wie folgt angeordnet: 10g Bierhefe mit 400 ccm 10 proz. Rohr- 
zuckerlésung und 5cem Toluol geschiittelt und sofort zur Triebkraft- 
bestimmung angesetzt auf 3 Stunden. Triebkraft muB verschwunden 
sein oder schwach gegeniiber dem normalen Triebkraftversuch aus- 
fallen. Eine andere Hefemenge von 50g wird in entsprechendem 
Volumen Wasser mit 25 cem Toluol 3 Stunden geschiittelt, also so lange, 
solange die Triebkraftbestimmung dauert, dann abgesaugt und in Aceton- 
dauerhefe verwandelt. Dieses Praparat darf im Vergleich mit aus frischer 
Hefe hergestellter Dauerhefe keine Schwachung erlitten haben. Hiermit 
wiirde bewiesen, daB das Toluol zwar voriibergehend die Giarung der 
lebenden Hefe verhindern kann, aber nicht die Endotryptase zur Zer- 
stérung der freien Zymase veranlaBt, wie es Buchner annimmt. 

7. Spiritushefe hat nur Plasmazymase. Diese miiBte so leicht wie 
das Plasma beeinflu8bar sein. Wird das Plasma durch ein Plasmagift, 
nicht durch ein Enzymgift vergiftet, so hort die Gairung auf; entfernt 
man das Plasmagift, so tritt wieder Zuckerspaltung ein. 

8. Lebende Brauereihefe muB mit Plasmagift nur die Garung der 
freien Zymase zeigen, Nach Entfernung des stérenden Stoffes muB 
wieder Voligirung eintreten. 
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Unsere bisher ausgefiihrten Versuche sind in der Tat auch in der 
gewiinschten Richtung verlaufen. Wir geben in den folgenden Tabellen 
nur Ausziige unserer Versuche wieder und bemerken, da® die praktischen 
“rfahrungen des einen!) von uns in seinen iriitheren ausgedehnten 
Experimenten unter FE. Buchners Leitung mit den neuen Ergebnissen 
iibereinstimmen. Wir bedienten uns auch, wenn nichts besonderes 
angegeben wurde, der Buchnerschen Technik. 

Tabelle I zeigt uns, daB die nach dem Liiftungsverfahren gewonnene 
Brennereireinzuchthefe (hier kurz Spiritushefe genannt) in der Tat 
einen sehr schlechten ZymasepreBsaft liefert (Nr. 1—4). Auch durch 
Ko-Enzymzusatz konnte keine Erhéhung der Garkraft erzielt werden. 
Nach den friiheren Erfahrungen wurde eine derartige Hefe als ,,zymase- 
frei‘ angesprochen. Wir priifen nun die Girkraft dieser selben Hefe 
in lebendem Zustande und finden, daB sie innerhalb 24 Stunden etwa 
1,1 g Kohlensiure liefert (Tabelle II], Nr. 1 u. 2). Mithin hatte sie 
reichlich Zymase, aber nach unseren jetzigen Anschauungen nur an das 
Protoplasma gebundene. 

Tabelle I. 
Zymasebestimmung der Brennerei-Reinzuchthefe (Spiritushefe), nach 
dem Liiftungsverfahren gewonnen. 


A. Durch Herstellung von Pre&saft aus Lebedew-Hefe. 
20 ccm Prebsaft, + 8 g Rohrzucker + 0,2 cem Toluol; Temp. 22°. 








' CO,-Menge in g u. Std. 
Nr. Datum Art der Maceration Zusatz zum Pregsaft 
24 48 72 

1 O01 0,02. 0,06 
2 H.0 — 0.0] 0.02 0.06 
3 | _ 1 20 cem Kochsaft | 0,04 0,04 0,08 
4 99 XII. 21 fv. 16. XID. 21 0,04 0,04 0,08 
iy 0,2¢ 27) (0.56 
é Durch phosphat- a es van 0 54 
7 haltiges 11,0 mit Py ) 20 com Kochsaft] 0.32 0.44 0.48 
8 ‘4 jv. 16.X1L21 | 032 044 0.72 


Dies geht auch aus den Versuchen Nr. 3 und 4 der Tabelle III hervor, 
bei denen das Protoplasma durch Toluol vergiftet und so die Girfihig- 
keit verhindert wurde. Aber ganz ohne freie Zymase ist diese Spiritus- 
hefe doch nicht, denn sowohl die Acetondauerhefe als auch die Lebedew- 
Hefe zeigen eine geringe Girkraft (Tabelle Il Nr.1—8); allerdings war 
das Ko-Enzym durch die Acetonbehandlung zerstért worden. Aber 
diese Betrage an Girvermégen sind etwa nur ein Fiinftel bis ein Zehntel 
der mit Bierhefe erzielten Resultate (Tabelle V Nr. 1—8). Der geringe 
Gehalt an freier Zymase laBt erkennen, daB die Spiritushefe immer noch 


1) BE. Buchner und H. Haehn, Biochem. Zeitschr. 19, 191. 1909. 
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relativ giinstige Lebensbedingungen hatte, um Spuren von freier Zymase 
zu bilden. Wir haben jedoch des 6fteren Hefepraparate gehabt, die nach 
diesen Methoden gepriift, ganz ohne Garkraft waren. 


Tabelle 11. 
Zymasebestimmung der Spiritushefe. 
B. Durch Herstellung von Acetondauerhefe, C, Durch Herstellung von Lebedew-Hefe. 
2g Hefepriparat 4. 4 g Rohrzucker + 10 cem Wasser + 0,2 ccm Toluol; Temp. 22°. 








Nr. on Hefeart nach der Zusatz zum CO, in g nach Stunden 
Herstellungsweise Gargemisch 24 48 ~ 
l | 0,03 0,04 0,04° 
ke a i a ee — 0,03 0,04 0,04 
, me eae \ 10 cem Kochsaft 0,15 | 0,18 | 0,20 
4 { me 0,14 | 0,19 | 0,20 
5 | — 0,10 | 0,14 0,19 
6 Iies wire iniiteieas — 0,10 | 0,12. 0,17 
. e XII. 21 Lebedew-Lefe beicaiaeacolh 0.15 | 0:18 021 
8 states sal 0,16 | 0,18 | 0,22 


Tabelle IIT. 
Priifung der lebenden Spiritushefe auf freie Zymase. 
Lebende Hefe bei Gegenwart von Toluol gepriift. 
1 g lebende Hefe, 4 g Rohrzucker, 40 com Wasser; Temp. 30°. 





Nr. Datum Bezeichnung der Hefen Zusatz zum Gargemisch © in g 
nach 24 Std. 

- | | Technische : kein Toluol 4 

g (2 I. 21 }> Spiritushefe aan 

; asse XII. 0.2 ce Us 

4 Rasse XII g 02 ccm Toluol 0,03 


Als wir nun die Bierhefen nach der von uns friiher so oft geiibten 
Methode priiften, erlebten wir eine Uberraschung. Die meisten Hefen 
unserer Versuchs- und Lehrbrauerei lieferten PreBsifte, die meist gar 
nicht oder nur schwache Zymasegiirung bewirkten. Auch einige von der 
Schulthei8-Patzenhofer-Brauerei in liebenswiirdiger Weise zur Verfiigung 
gestellten untergirigen Bierhefen verhielten sich ebenso. Wir priiften den 
Macerationssaft nach der Methode A. v. Lebedews bei Ab- und Anwesen- 
heit von Kochsaft, um zu erfahren, ob bei der Bereitung die eigentliche 
Zymase oder das Ko-Enzym zerstért worden sei. Daf das Garenzym 
von der Endotryptase und das Ko-Enzym von der Lipase vernichtet 
werden kann, hat der eine!) von uns in ausfiithrlichen Arbeiten mit 
E. Buchner schon klargelegt. Sollte hier ein solcher Fall vorliegen, 
so muB angenommen werden, daB in den unvollkommen ernahrten Nach- 


1) . Buchner und H. Haehn, |. ¢., 
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kriegshefen — vielleicht auch infolge Mangels an vitaminreichen Nihr- 
stoffen — nur wenig freie Zymase gebildet wird, die alsdann restlos 


bei der Auslaugung den genannten zerstérenden Enzymen zum Opfer 
fillt. Wenn diese Theorie in unserem Falle zutrifft, so brauchte man cie 
Wirkung dieser zerstérenden Enzyme wihrend der Maceration nur aus- 
zuschalten, um das Vergiirungsenzym zu schiitzen. Dies gliickt in der 
Tat, wenn man die Wirkung der Endotryptase durch eine Anderung 
der Wasserstoffionenkonzentration in der Macerationsfliissigkeit aus- 
schaltet. Der Versuch wird so ausgefiihrt, daB man die Auslaugung 
in schwach phosphatalkalischer Lésung (py = ca. 7,4) vornimmt. 
Hierbei leidet naturgemaB das Ko-Enzym, das als esterartige Verbindung 
verseift wird. Durch Zusatz von Kochsaft kann das verlorengegangene 
Hilfsenzym wieder ersetzt werden. Die Versuche haben dann auch 
gezeigt, daB alle Hefen freie Zymase, wenn auch zum Teil in bescheidenem 
Umfange, enthalten. Die meiste Zymase brachten die Bierhefen. Als 
ein Beispiel von vielen bringen wir die Versuche Nr. 1—8 der Tabelle LV. 





Tabelle IV. 
Zymasebestimmung der untergiirigen Bierhefe. 


A. Durch Herstellung von Preksaft aus Lebedew-Hefe durch Maceration mit Hg 0 
oder mit phosphatalkalischem Wasser. 


20 ccm Preksaft + 8 g Rohrzucker + 20 cem Toluol; Temperatur 22—24° ©, 








Nr Datem und Art der Maceration Zusatz zum Prebsaft eee ee 
Bezeichnung 24 48 7 
1 : , . 1 0.03 0.04 0,09 
: | 1,0 kein Kochsaft! Qo3 | 0,04 | 0,09 
: ; 0,05 0,07 0,12 
¢ | 2-XuL2t | {20cm 5 1905 oor | OD 
b Mg: . 6g KPO, in \yQ., 0.54 | 1,06 | 1.45 
6 eee 150 cem H,O py f ’ 0,55 1,06 | 1,46 
7 | 7,4 (gewoéhnliches | 90 cem 0,60 |; 1,22 | 1,66 
8 Handelspriiparat) =f ~ 0,62 | 1,24 | 1,65 
9 lie 0,22 , 0,61 | 0,72 
10 | HO on ‘ 0,22 | 0,61 | 0,72 
1] | L on oe 0,26 | 0,64 | 0,92 
12 | u-Bierhefe as a 0,26 0,64 | 0,92 
13) { Radeberg 6 g¢ KeZHPO, in | kei 0,70 | 0,98 | 1,29 
14 | 150 cem HO py fn ° 0,70 0,98 | 1,28 
15 7.4 (gewohnliches — | 90 ce 0,73 | 1,20 | 1,48 
16 | Handelspriparat) {~~ wit, 0,75 | 1,22 | 1,50 





Kine Torula- Hefe, sog. Mineralhefe, war ziemlich giirschwach. Gibt man 
auch hier in Parallelversuchen einen Kochsaftzusatz, so erreicht man 
auch hier aus den oben angefiihrten Griinden eine gréBere Garwirkung. 
Diese ist eigentlich gréBer als die Zahlen angeben, da ein. Teil der Kohlen- 
siiure durch das beigefiigte sekundire Kaliumphosphat gebunden wird. 








a 
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Wir haben in dieser Versuchsanordnung auBerordentlich giinstige 
Versuchsbedingungen : 

l. wird die Zymase durch das zugefiigte Ko-Enzym aktiviert, 

2. erfolgt eine weitere Aktivierung durch den Phosphatzusatz, 

3. wird die Zymase durch die Antiprotease!) des Kochsaftes vor der 
Verdauung geschiitzt und 

4. verhindert auch das alkalische Phosphat die Zerstérung der 
Zymase durch die Verdauung. 

Nur durch diesen Aufwand war es mioglich, eine beachtenswerte 
Menge Kohlensiiure zu gewinnen. Diese Versuche lehren deutlich, dab 
diese Hefen etwas arm an Ko-Enzym sind, ferner daB sie freie Zymase 
enthalten, die bei der gewéhnlichen Methode der Maceration zerstért 
wird. Es sei ausdriicklich darauf hingewiesen, dab bei der Herstellung 
der Sifte die iibliche Sorgfalt beobachtet wurde und dab immer sehr 
eiweibreiche PreBsifte resultierten. Wir betrachten, wie gesagt, diesen 
in Friedenszeiten nie beobachteten Zustand als eine Folge der mangel- 
haften Ernihrung der Bierhefen in der Nachkriegszeit. 

Hier mége eingeschaltet werden, dab die Spiritushefe bei der Mace- 
ration mit phosphatalkalischem Wasser auch ihre Spuren von freier 
Zymase zum Vorschein bringen kann (Tabelle I Nr. 5—8). 

Kine untergdrige Bierhefe der Brauerei Radeberg bei Dresden lieferte 
uns jedoch wieder Sdfte wie friiher. Macerationssaft mit Wasser her- 
gestellt, gab eine Girkraft von 0,72 g Kohlensiure in 72 Stunden, die 
durch Kochsaft erhéht werden konnte. Das sind Zahlen, wenn auch 
nicht die besten, wie sie oft von Buchner gefunden wurden. Sie zeigen 
also im Gegensatz zu der Spiritushefe deutlich die freie Zymase in der 
Bierhefe (Tabelle IV Nr. 9—12). Selbstverstiindlich gibt auch diese 
Hefe bei der phosphatalaklischen Auslaugung ein Anschwellen der 
Zuckerspaltung (Tabelle IV Nr. 13—16). 

Der Nachweis der vom Plasma abgetrennten Zymase der Bierhefe 
gelingt natiirlich ebenfalls, wenn man sie abtétet. Auf Tabelle V sehen wir 
die Girproben mit dem Acetondauerpraparat und der nach Lebedew 
bei 25—30° getrockneten Hefe. 

Letztere stirbt bei dieser Prozedur bei weitem nicht restlos ab, aber 
da der Giiransatz in sehr hoher Zuckerkonzentration (etwa 40°) und 
bei Gegenwart von Toluol erfolgt, so ist die Mitwirkung lebender Zellen 
hierbei ausgeschaltet. Beide Priiparate liefern Zahlen an Kohlensiure 
wie in friiheren Zeiten (Gegensatz: Spiritusacetonhefe auf Tabelle I). 

Wir machen also die merkwiirdige Beobachtung, dap die heutigen Bier- 
hefen zwar das alte Quantum an freier Zymase liefern als Dauerpriparate, 
aber nicht in Form von Prefsaft. Wir méchten hieraus auf eine Anreiche- 


1) EK. Buchner und H. Haehn, Biochem. Zeitschr. 26, 171. 1910. 
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Tabelle V. 
Zymasebestimmung der untergirigen Bierhefe U6. 


B. Durch Herstellung von Acetondauerhefe; C. Durch Hersteiiung von Lebedew-Hefe. 








2g, Hefepriparat + 4 g Rohrzucker + 10 cem HO + 0.2 cem Toluol; 
Temperatur 22--24° C. 
Nr Datum und Hefeart nach der Zusatz zum CO,-Menge in gu. Stdn, 
saa Bezeichnung Herstellung Girgemisch 4 48 7 
| “age 048 080 090 
) | f kein Kochsaft 0.44 0.79 091 
. Acetonhefe a 4 Or 
3 | Hecen O.D6 | 1,06 1,27 
4 20. XL. 21 f . 0,56 1,04 1,26 
5 U6 | \ kei 0,72 | 0.98 1,04 
6 Lebedew-Hefe j 0,72 0,99 1,06 
7 | ee 0,82 | 1,29 1,40 
cm * ‘ ; oe 
8 ‘eee 0,82 | 1,28 | 1,36 





rung an Endotryplase in den Nachkriegshefen schlieBen und zwar bei 
allen untersuchten untergiirigen Bierhefen mit Ausnahme der Rade- 
berger. Versuche in anderer Richtung miissen unsere Vermutung 
stiitzen. 

Tabelle VI soll den Kinflu8 des Toluols auf die Bierhefe demonstrieren. 
Wir hatten oben behauptet, daB dieser Kohlenwasserstoff entweder das 
Protoplasma vergiftet oder durch Auflésen der Lipoidmembran das 
osmotische System der Zelle derart beeinfluBbt, daB kein Zucker ein- 
treten kann. 

Tabelle VI. 
Priifung der lebenden untergiirigen Bierhefe auf freie Zymase 
Lebende Hefe bei Gegenwart von Toluol gepriift. 


1 g Hefe + 40 ccm Wasser + 4 g Rolhrzucker; Temperatur 30° C. 



































Nr. Datum sezeichnung der Hefe Zusatz CO, ing 
von Tolnol 24 Stunden 
1 kein Toluol iz 
: | 30. XI. 21 untergiirige Bier- Kontrolle 1,23 
3 | hefe | 5 \ . L. Lb. ) ) Tropfen 0,23 
4 f Toluol 0,20 
i) kein Toluol 1.4 
6 19. XI1.2 untergiirige Bier- Kontrolle 1,46 
q hefe U2 V.L.B. \ 10 Tropfen 0.19 
8 f Toluol 0,20 
y kein Toluol 1,20 
10 untergiirige Bier- Kontrolle 1,21 
30. XII. 21 hefe U3 V.L. B. 
11 | 10 Tropfen 0,03 
12 f  Toluol 0.04 
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An 3 Hefen zeigen wir durch Beispiel und Gegenbeispiel den hem- 
menden EinfluB. Versuche Nr. 11 und 12, die ganz besonders heftig mit 
Toluol durchgeschiittelt wurden, liefern im Vergleich zur Kontrolle 
(Nr. 9 und 10) einen besonders kontrastreichen Fall. Bei den wenig mit 
Toluol geschiittelten Versuchen Nr. 3 und 4, 7 und 8, sind vielleicht 
noch lebende Zellen zur Wirkung gekommen. 

Ist das Toluol nun wirklich ein so harmloses Agens, wie vermutet 
wurde (siehe Punkt 6 8. 572) oder veranlaBt es die Endotryptase zur Zer- 


stérung der Zymase, wie es Buchner annahm ! 


belle VII geben dariiber Auskunft. 


Tabelle VII. 


Ursache der Toluolwirkung auf Hefen. 


Versuch vy. 20. XIL. 21; untergirige Bierhefe U 6. 
A. Triebkraft mit und ohne Toluol (nach Hayduck-Kusserow siehe 2. Teil). 


Temp. 16°. 


Die Versuche der 


Ta- 





Girgemiseh 


10 ¢ Hefe 


ohne Toluol mit Toluol (5 cem) 
CO, in cem in der CO, in cem in der 


1. 2. 3. 4. 5. 6. I. 2. na § 5. 6. 


Summe 


halben Stunde halben Stunde 


| 0; O | 44| 56'64;| 76) 24070;010,;0.0);0 








Summe 

















400 com Wasser 0 
40 ¢ Rohrzucker 
B. Girkraft der lebenden Hefe mit und ohne Toluol. Temp, 30°. 
Nr. Bezeichnung Zusatz von Toluol Girgemisch CO, in g in 24 Stunden 
der Hofe 
] kein Toluol 1,23 
2 E Kontrolle 1 g Hefe 1,23 
U 6 40 com Wasser me 
‘ Y Tronfe 4 ¢ Rohrzucker soe 
4 | { 10 Tropfen 0.20 


(, Girkraft der Acefondauerhefe, hergestellt aus frischer Hefe, mit 


Temp. 22°. 


Toluol behandelt. 





Bezeichn. 


Nr. 
der Hefe 














Kochsaft- 





Gargemisch annie vor der Herstellung 
? des Dauerpraparates 4 18 
8) keine Behandlung O86 0,80 
j , 511044 | 0,79 
2¢ Aceton- || 10 cem | Kontrolle 0,56 | 1,06 
dauerpriparat | J 0,56 | 1,04 











4g Rohrzucker 50 @ Hefe in 21 Was- 





lOcem Wasser |G ser aufgeschlimmt ae oe 
0.2 cem Toluol |S mit 25 cem Toluol 0.42 0,68 
\ Si ain | 3 Stunden ge- 0.53. 0.97 
\f | sehiittelt bei 16 0,55 0,99 


Behandlung der Hefe | CO, in g nach Std. 


72 


0.90 
0,91 
ih ff 


1,26 


O75 


O74 


1,13 
115 
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Wir betrachten zuerst die Triebkraftversuche unter A. Untergiirige 
Bierhefe erzeugt unter den angegebenen Bedingungen in 6 halben Stun- 
den 240 ccm Kohlensiure. Soll diese Hefe bei Toluolzusatz giren, so 
versagt sie ganz. Nimmt man jedoch nach dieser Zeit das Toluc! wieder 
weg, indem man die Hefe nach dem Absaugen in Acetondauerhefe 
nach der gewo6hnlichen Methode iiberfiihrt, so zeigt sie nahezu dieselbe 
Garkraft (-= dieselbe Menge freier Zymase) wie ein Praparat aus der- 
selben Bierhefe, als diese noch frisch war (Tabelle VIEC Nr. | —8). 
Wir sehen also, dap in diesem Fall das Toluol keineswegs die Zymase 
zerstort, sondern einen anderen Kingriff in das Zellsystem bewirkt. Ob 
Vergiftung des Protoplasmas, ob Zerstérung des osmotischen Systems, 
ob beide Erscheinungen in Frage kommen, das miissen spatere aus- 
fiihrliche Experimente kliiren. Unsere jetzigen Versuche sprechen zu- 
gunsten der Lipoidmembranzerstorungstheorie, der Bildung einer Emulsions- 
schutzschicht, denn bei einer einfachen Vergiftung des Protoplasmas 
hatte die Triebkraftbestimmung bei Gegenwart von Toluol eine Zucker- 
spaltung der freien Zymase hervorrufen miissen. Diese ist ausgeblieben 
(Tabelle VII A). Hiergegen kénnten wieder die Resultate von Luler') 
und Léwenhamm sprechen, die, wie schon Neuberg*), fanden, dab mit Hilfe 
von ,,Toluolhefe** die Carboxylase nachzuweisen ist. Andererseits erlaubt 
die Annahme, die Brenztraubensiure diffundiere besser durch die 
Emulsionsschicht (aus Toluol, Lipoid und Wasser) als Rohrzucker, die 
Aufrechterhaltung unserer Theorie. DaB unsere Ausgangshefe in gutem 
Zustande war, das ergibt sich aus Versuchen B Nr. | und 2. Alle weiteren 
“inzelheiten sind der Tabelle zu entnehmen. Wir erwiahnen noch, dal 
die 3stiindige Toluolbehandlung der untergirigen Bierhefe 50 g 
Hefe wurden in 2 Liter Wasser aufgeschlimmt, mit 25 ccm Toluol 
versetzt und tiichtig durchgeschiittelt; dann sich selbst iiberlassen, ab 
und zu geschiittelt bei 16° geschah. Zum Vergleich wurde natiirlich 
auch die Triebkraft bei dieser Temperatur angesetzt. 


Zweiter Teil. 
Die Bildung der Zymase in einer Torulahefe. 

Die Bemiithungen friherer Forscher, zymasereiche Hefen zu ziichten, 
sind fast nie von gutem Erfolg gekrént gewesen. Dies ist zum Teil 
darin begriindet, da der wissenschaftliche Boden fiir derartige Versuche 
damals noch nicht geniigend vorbereitet war, zum andern griff man 
ungliicklicherweise zu Hefen, die fiir solche Experimente héchst ungeeig- 
net waren. Die altesten, wenn auch wissenschaftlich noch nicht scharf 

1) Kuler und Léwenhamm, Chem. Zentralbl. 1917, LL 896. 

*) Neuberg, diese Zeitschr. 36, 68 und 36, 76. 1911. 
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vekennzeichneten Versuche dieser Art stammen von .W. Hayduck') 
aus dem Jahre 1884, also aus einer Zeit, in der man die Buchnersche 
Zymase noch nicht kannte. Hayduck hatte bei zu oft in Brauerei- 
betrieben gefiithrten (unter Ausschaltung junger Nachzuchten aus 
Herfiihrungsapparaten) Hefen gefunden, daB sie ihre Gartatigkeit zum 
Teil verlieren, aber dieselbe nach einer Regenerierungskur in stickstoff- 
armer Zuckerlésung wieder aufnehmen. Diese Versuche hatte Buchner?) 
spiiter so gedeutet, daB er die nicht girenden Hefen als zymasearm 
ansprach, die durch das genannte Verfahren wieder zymasereich 
werden. Er schloB also aus einer Zunahme der Giarung direkt auf ein 
Anwachsen an Zymase. Wir hingegen wiirden nach den heutigen An- 
schauungen sagen, da} diese nichtgirenden Hefen schon von vornherein 
zymasereich gewesen sind, aber an Ubermiistung zu leiden hatten. 
In diesem Zustande hat die Zelle keine Ursache, Zucker zwecks Ge- 
winnung von Energie zu zerlegen, deshalb eben giirt eine solche Hefe 
schlecht. Lagert sie nun in einer stickstoffarmen Zuckerlésung oder 
nach H. Lange bei niederer Temperatur in Wasser oder trocken 
hohere Temperatur ist wegen Eintritt von kraftiger Autolyse zu ver- 
meiden —, so werden allmahlich die Reservestoffe verzehrt und kommt 
jetzt eine solche Hefe in Zuckerlésung, so tritt wieder Garung ein, um 
Energie zu schaffen. Es handelt sich also in diesem Falle um keine 
Zymasebildung, sondern um die Beseitigung einer Art von Krankheit, 
vielleicht einer Verfettung, Einschlu8B der Zymase durch fetthaltige 
Hiillen, vielleicht um eine St6érung des osmotischen Systems. 
Betrachtet man die von Buchner selbst ausgefiihrten Regenerierungs- 
versuche®), so findet man die iiberraschende Tatsache, daB die Ausgangs- 
hefen in den meisten Fiillen den héchsten Zymasegehalt (als Aceton- 
dauerhefe gepriift) hatten, ihn nach der ersten Regenerierungskur 
erheblich verringerten, und ihn erst allmaihlich wieder durch weitere 
Behandlung, Lagerung bei tiefen Temperaturen, zur alten Hohe zuriick- 
bringen konnte. Werden hingegen bei den Buchnerschen Versuchen 
dieselben Hefen nicht regeneriert, sondern nur bei niederer Temperatur 
gelagert, so erfolgt manchmal auch schon Erhohung der Girkraft. Wie 
sind diese Erscheinungen zu erkliren? Vor allem ist man zunichst 
nicht gezwungen, eine Zunahme von Zymase, d. h. Neuentstehung aus 
organischen Baustoffen, anzunehmen. Man kann verschiedene Griinde 
anfiithren. Einmal kénnte durch Lagern bei niederer Temperatur das 
osmotische System der Zelle giinstig beeinfluBt werden, vielleicht durch 
Verzehrung schleimiger, hefe-gummiartiger Zellhiillen. Wahrschemlich 
ist, daB beim LagerprozeB aus organischen Stoffen anorganische Phos- 


1) M. Hayduck, Wochenschr. f. Brauerei 1, 697. 1884. 
2) E. Buchner, Monographie ,,Die Zymasegirung™, 8S. 275. 
*) BE. Buchner, ,.Die Zymasegirung™ loc. cit. 5. 283—285. 
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phate entstehen, die bekanntlich die Zymase in dem hier beobachteten 
Umfange mit Leichtigkeit aktivieren kénnen. Das Verschwinden der 
Zymase bei der Regenerierung in der Zuckerlésung unter Liiftung ist in 
diesem Falle auch durch den Stickstoffhunger zu erkliren. Die Hefe 


vermehrt sich und verteilt dadurch den Zellinhalt mit ihm auch die 
Zymase — auf ein gréBeres Quantum Zellen, die nun zymasearm sein 


miissen. Lagert jetzt eine solche Hefe bei 15°, wie es Buchner meist 
geschehen lieB, so tritt durch Stoffwechselvorgiinge — vielleicht Abbau 
der Nucleine — eine Vermehrung der aktivierenden Phosphate ein. 
All diese Versuche beweisen nicht eine Neubildung, d. h. eine Synthese 
der Zymase aus organischen Bausteinen. Wir wollen jedoch betonen, 
daB man damals bei der Ausfithrung der Versuche noch eine genaue 
Kenntnis der Zymase und ihrer Aktivatoren entbehrte. 

Aber auch durch die neueren Untersuchungen Buchners!) aus dem 
Jahre 1914 iiber dieses Problem, bei denen besonders auf die Ko-Enzym- 
wirkung Riicksicht genommen wurde, kénnen wir nicht von der Neu- 
bildung der Zymase iiberzeugt werden. Wenn es auch den Anschein 
hat, daB nach der l5stiindigen Lagerung der ,,aufgefrischten Hefe 
bei 1,5° das Acetondauerpraparat in Gegenwart von Kochsaft ein Mehr 
von etwa 10%, Kohlensiure gibt im Vergleich zur nichtgelagerten 
aufgefrischten Hefe, so mufs man bedenken, da diese behandelte Hefe 
demnach in keinem der drei angefiihrten Versuche die Leistung des Aus- 
gangsmaterials erreicht, geschweige denn iibertrifft?). Wir sind versucht, 
anzunehmen, daB die Hefe bei der ,,Auffrischung* in. stickstofffreier 
Zuckerlésung ohne Beisein der Nahrsalze durch Phosphatabgabe an 
das salzfreie Girmedium gelitten hat, wihrend bei dem darauffolgenden 
langen Lagern der Hefe im abgepreBten Zustand durch den Phosphat- 
stoffwechsel wieder Phosphorsiure aus organischen Stoffen frei wird. 
Der Zellinhalt fillt sich wieder mit léslichen Phosphaten an. Dab tat- 
sichlich beim Lagern der Hefe Phosphate an Wasser abgegeben werden 
kénnen und daB dabei gleichzeitig die Garkraft leidet, hat der cine von 
uns mit Buchner*) bereits gefunden. Es sei nochmals darauf hingewiesen, 
daB bei allen Buchnerschen Zymaseanreicherungsexperimenten in det 
verschiedensten Richtung nur in ganz wenigen Fallen die Girkraft det 
Hefe um einen kleinen Prozentsatz iiber die der Ausgangshefe gesteigert 
werden konnte. Immer handelt es sich bei Buchner nach unserer jetzigen 
Ausdrucksweise um die freie Zymase der untergdarigen Bierhefe, denn 
es wurde stets in Form von Prefsaft oder Acetondauerhefe gepriift. 


Weil keine Versuche mit lebendem Material zur Ausfiihrung kamen, so 
blieb auch die Frage der Svnthese von Plasmazymase in Dunkel gehiillt. 
1) Berichte der Deutschen chemischen Gesellschaft 4%, 867. 1914. 
2) Bericht der Deutschen chemischen Gesellschaft 47, 1, Tab. IV, S. 867. 
3) BE. Buchner und H. Haehn, diese Zeitschr. 27, 418. 1910. 
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Das zweifelhafte Ergebnis dieser Zymasebildungsversuche ist zum 
guten Teil darin begriindet, daf8 man von vornherein von einer zymase- 
reichen Bierhefe ausging. Um diesen Fehler zu vermeiden, suchten wir 
uns eine Hefe, eine Torulaart, die allgemein als sehr zymasearm bekannt 
ist. Nach £. Chr. Hansen gibt es bekanntlich girende und nichtgiirende 
Torulahefen. In unserem Institut wurde wiahrend der Kriegszeit eine 
solche wilde Hefe, kurz Mineralhefe genannt, als Futter- bzw. Niaihrhefe 
wegen ihres: leicht verdaulichen EiweiBes und ihrer enormen Vermeh- 
rungsfahigkeit im GroBbetriebe geziichtet. Diese Torula war mit emer 
sehr schwachen Girkraft begabt, weshalb sie zu Backzwecken keine 
Verwendung finden konnte. Wir erblicken in ihr ein geeignetes Material, 
um Zymasebildungsversuche anzustellen. Wir wollen nun bei unseren 
Ausfiihrungen folgende Punkte scharf unterscheiden : 

|. Die Triebkraft der Hefe, das ist die Angarung der lebenden Hefe 
in den ersten 2 Stunden nach dem Ansatz der Giarung: 

II. die Garkraft der Hefe, das ist die Kohlensiureentwicklung in 
den ersten 24 Stunden (freie Zvmase und gebundene Zymase der lebenden 
Hefen) ; 

IIL. die Garkraft der freien Zymase, nach unseren obigen Ausfiih- 
rungen die Garfahigkeit des Enzyms, das in der abgetoteten Zelle bei 
Gegenwart von Toluol noch Zucker zerlegt. 


Arbeitsmethoden. 
1. Bestimmung der Triebkraft. 


Dieselbe wird nach der von M. Hayduck angegebenen Methode indem K usse ro w- 
schen Apparat mit 10 g abgepreBter lebender Hefe in 400 ccm 10 proz. Rohrzucker- 
lésung bei 30° ausgefiihrt. Die Giarflasche, die in einem Wasserbade steht, wird 
durch eine Glaskugel mittels daran befindlichen eingeschliffenen Stopfens ver- 
schlossen. Auf eine Durchbohrung des Stopfens ist ein Glasrohr aufgesetzt, durch 
welches die entwickelte Kohlensiure in die Glaskugel entweicht. Diese wird zum 
Teil mit Wasser gefiillt, in welches ein bis an den Boden durch einen Tubulus zwei- 
mal rechtwinklig gebogenes Rohr reicht, unter dessen auBeren Schenkel man 
einen in Kubikzentimeter geteilten Zylinder setzt. In diesen werden so viele Kubik- 
zentimeter Wasser hiniibergedriickt, als sich Kubikzentimeter Kohlensaure ent- 
wickeln. Die in der ersten, zweiten, dritten und vierten halben Stunde entwickelte 
Menge Kohlensiure wird gesondert bestimmt). Trotz der Ungenauigkeit dieser 
in der Garungstechnik eingefiihrten Methode kam sie zur Anwendung, da einmal 
die auftretenden Fehler bei Vergleichsproben nicht ins Gewicht falien, und weil 
wir durch die erhaltenen Zahlen imstande sind, unsere Hefe mit vor Jahren ge- 
priiften Hefen der verschiedensten Rassen zu vergleichen. Obgleich diese Trieb- 
kraftbestimmung, wie lingst bekannt, kein zuverlassiger Ma Bstab fiir die Backfahig- 
keit einer Hefe ist, und, was aus unseren Versuchen mit der Torula noch besonders 
deutlich hervorgeht, so gibt diese Methode doch ein schénes Bild von der Giite 
der Hefe im allgemeinen. 





1) Maercker-Delbriick, Handbuch der Spiritusfabrikation. 9. Aufl., S. 2382. 
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2. Gdrkraft. 

Die Garkraft einer lebenden Hefe wurde im Erlenmeyerkélbchen, das durch 
einen mit Bunsenventil versehenen Mei fielschen Giraufsatz verschlossen wurde, 
hestimmt'). Wir verwendeten 1 g abgepreBte Hefe und 40 ccm einer 10 proz. 
Rohrzuckerlésung. Temperatur 30°; Girdauer 24 Std. 


3. Bestimmung der freien Zymase. 
a) Priifung der Lebedew-Hete. 

Die lebende Hefe wird bei 30--35° nach A. +. Lebedew?) vetrocknet, fein ge 
pulvert und dann in dem unter 2 beschriebenen Girkélbchen zum Ansatz gebracht, 
2 g Trockenhefe, 4 g Rohrzucker und 10 cem Wasser unter Zusatz von 0,2 cem 
Toluol. 

b) Priifung der Acetondauerhefe. 


Die lebende Hefe kann auch zur Priifung auf freie Zymase in das Aceton- 
dauerpraparat iibergefiihrt werden. Es geschieht nach der von Buchner in seiner 
Monographie (S. 266) angegebenen bekannten Methode. Girkraft bestimmt mit 
2 g Dauerpraparat, 4 g Rohrzucker, 10 cem Wasser und 0,2 ccm Toluol. Den 
geringen schadlichen EinfluB des Toluols auf die Zymase, den Buchner*) bei drei- 
tigigem Garen beobachtete, lassen wir unberiicksichtigt. 


Prinzip der Ziichtungsmethode. 
(Uber die Beziehungen der Zymase zur Katalase in den Hefen.) 

Die Torula ist eine wilde Hefe, die urspriinglich in der freien Natur auf zucker- 
haltigen Pflanzensaften vegetierte. Sie wird sich ihren Energiebedarf durch Zucker- 
spaltung mittels Zymase und auch mit Hilfe von Oxydasen beschaffen. Die 
Pflanzensafte, auf denen sie vorkommt, sind im allgemeinen zuckerarm, weshalb 
die Gartatigkeit nicht hoch entwickelt ist. Der Gasstoffwechsel scheint eine be- 
deutende Rolle zu spielen, denn sie ist sehr luftliebend und zeigt bei Ziichtungen 
unter Liiftung ein sehr starkes Wachstum, bei bescheidenen Anspriichen an festen 
Nahrstoffen. Diese Lebensweise li8t einen SchluB auf ihren Enzymgehalt zu. Sie 
wird wenig Zymase, dagegen reichlicher Oxydasen enthalten. Was wird uns im 
Vergleich hiermit die untergirige Bierhefe lehren ? Dieser Organismus lebt anaerob, 
muB daher seine ganze Energie der exothermischen Zerlegung der Glukose ent- 
nehmen, folglich muB er mit sehr reichlichen Mengen Zymase, jedenfalls mit 
groBeren als die luftliebenden Hefen ausgeriistet sein. Dies ist auch in der Tat 
der Fall. Um unser Resultat gleich vorauszunehmen, wollen wir bemerken, dal 
die untergarige Bierhefe viel Zvmase und wenig Oxydase zeigt, wihrend die Mineral 
hefe weniger Zymase und reichliche Mengen von Oxydasen besitzt. 

Von diesen letztgenannten Enzymen wiirden im allgemeinen in Frage kommen: 
Die Phenolase, die Peroxydase und die Katalase. Es ist unmdéglich, von vorn- 
herein alle drei Enzyme gleichzeitig zu untersuchen, obgleich das schon der ideale 
Fall ware. Aber die Arbeitsmethoden sind hier noch mit groBen Mangeln behaftet, 
so da8 wir uns zunichst nur der Peroxydase und der Katalase zuwandten. Uber 
die physiologische Funktion des letztgenannten Enzyms hat man noch kein klares 
Bild. Man betrachtet es als Regulator fiir die Peroxydase. Wir schlieBen deshalb 


') Apparat abgebildet in der Monographie von E£. Buchner, ,,Die Zymase- 
girung, S. 82. 

2) A. von Lebedew, C. v. 152, 49 und 411; Zeitschr. f. physiol. Chemie 73, 447. 
1911. 

3) BE. Buchner und S. Skraup, diese Zeitschr. 8%, 134. 1917. 
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in unserer Arbeit von cinem hohen Katalasegehalt auf eine groBe Peroxydase- 
menge und umgekehrt. 

Auch aus theoretischen Griinden werden zymasereiche Hefen wenig 
Oxydasen enthalten. Nach den Untersuchungen von Neuberg tritt bei 
der alkoholischen Girung der Acetaldehyd als Zwischenglied auf, der 
dann durch Reduktion in Athylalkohol umgewandelt wird. Es ist leicht 
einzusehen, daB bei stark giirenden Hefen die Oxydationsenzyme eine 
weniger wichtige Rolle spielen werden, um die oxydablea Zwischen- 
produkte nicht zu zerstéren. 

Wir wollen nun zunichst an Hand der Tabellen VIII—X_ unsere 
gewonnenen Anschauungen priifen. Tabelle VIII zeigt uns in den Ver- 
suchen 1—6 die Giirkraft der Mineralhefe. Die Experimente mit lebender 
Hefe lieferten in 24 Stunden ca. 0,55 g Kohlensiiure, wihrend die Bier- 
hefe etwa den 4fachen Betrag gab (Versuche Nr. 7 und 8). 

Tabelle VIII. 
Girkraft der Mineralhefe und der untergirigen Bierhefe in lebendem 
und abgetétetem Zustande. 











A. Versuche mit lebender Hefe 3. Versuche mit der Acetondauerhete 
totes Ga CO, in g 
etear ar- 2 . . 

Nr. car dénde Versuchs- oO, Versuchs- ohne mit 
Datum in Std. bedingungen in g bedingungen Koch- | Koch- 

saft Sait 

] 1 24 4¢ Rohrzucker 0.5614 » Rohrzucker 0,04 0,04 
2 | Mineral- f 24 | +40 cem Wasser!0,55] +10 ccm Wasser 0,04 — 0,04 
3 hefe | 48 | lgabgepreBte Hefe 2gAcetondauerhefe 0,06 0,08 
4 B. 14 |f{ 48 | mit ca. 72°/, Wass. 0,2 cem Toluol 0,07 0,08 
BF 49.4.2104 0: 7254 im ane 9° 0,07 O11 
6 25 remp. 30 _ | Temp. 22 0,08 012 
7 Hakee. \ 24 2.31 0,21 | 0,23 
s anion J 24 || 6 @ Rohrzucker 2,26 0,22 0,26 
9 Biorhet 48 + 60 cem Wasser Bedingungen wie | 0,52 0,47 
10 U. 6 ef 48 fi g abgepr. Hefe oben 0,50 0,54 
11 4 11. 20 Lae mit 74,87°/, Wass. 1,00 0,98 
12 rate | > 1,00 1,04 








Wir hitten hier die freie und die an das Protoplasma gebundene 
Zymase gemessen und verglichen. Abteilung B der Tabelle gibt uns die 
Girkraft der freien Zymase, bestimmt mit Hilfe des Acetondauer- 
praiparates, wieder. Wir sehen, dab die Mineralhefe auch in 72 Stunden 
sehr wenig gegoren hat, fast gleich, ob die Zymase durch Ko-Enzym 
in Form von Kochsaft unterstiitzt wurde oder nicht. Die Bierhefe girt 
mehr denn 10 mal stiirker und verrit ein giinstiges Verhiltnis von Zymase 
und Ko-Enzym, denn Kochsaft konnte keine Steigerung bewirken. 

Auch die Versuche zur Messung der Katalasewirkung sind sehr 
charakteristisch ausgefallen. Da bekanntlich die Zersetzung des Wasser- 
stoffsuperoxvds von der Wasserstoffionenkonzentration abhiingig ist. 


x 


~] 
— — 
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so bestimmten wir, um vergleichbare Resultate zu erhalten, den p,-Ex- 
ponenten des Wasserstoffsuperoxvds und der Hefeaufschlammungen, 
und zwar nach der Indikatorenmethode von L. Michaelis'). Wir ver- 
zichten zunichst darauf, unsere Tabellen iber den EinfluB der H-lonen 
auf die Katalasewirkung unserer Hefe einzuschalten, um den Umfang 
der Arbeit nicht noch mehr zu vergréBern. Bei nichster Gelegenheit. 
werden wir diesen Punkt ausfiihrlich behandeln. 
daB bei den Beispielen der vorliegenden Arbeit die angegebenen Schwan- 
Wir beobachten in 


Es sei nur bemerkt 


kungen im H-lonengehalt fast keine Rolle spielen. 
Tabelle IX, daB sich die Katalasewirkung der lebenden Mineralhefe 
Bierhefe um ein Mehrfaches unterscheidet. 


Tabelle 1X. 
Katalase wirkung der lebenden Mineralhefe und der untergirigen Bierhefe. 
0,25 g¢ Hefe + 200 cem HO, von 0.1% 9 bei 20°. 


von der der lebenden 














Verwendeter Verwendeter Zersetztes 
Nr, Datum und — py der Hefeaut- Indikator nach Indikator nach H,0, ing Kontrol! 
Hefeart schlimmung Michaelis Michaelis nach Minuten titration 
Py Methode pu Methode ip 30 

| 12. Dez. 20 200 ccm 
; I . 7 iisser ges 

1} Mineralhefe fag 6.2 0,1500 0.1800] “FT 62 
2 | init 72,5%/ | 71 A 0,1500 0.1800) fea 6.19/.) 
Wasser ii-Nitro- p-Nitro- titeiort 2 

sf] Catacnanies } 70 phenol phenol 16.0450 0.0670] 0.1980 2 
”) Bierhefe mit . HO, get 
6.2 —s oO 

4 | 74,87 | 7,0 0.0450 0,0670} 90,2000 
Wasser HO. ber. 
3. Jan. 22 200 cem 
5 wee e- 6,0 56 0.1740 0.2020 —— 
6 |! wih 6.0 0,1740 0.2020) (0. O18.) 
Untergiirige | p-Nitro- p-Nitro- "titeient : 
Bi Bang “ phenol phenol . . OAs 

f ierhefe | 5,7 0,0240 0.0500} 0.2040 2 
7 U 6 vom ‘ HO. get 
8 | 19. Dez. 21 | 5,7 5.8 0.0240 0.0500} 0.2000 ¢ 
HO. ber 

















Tabelle X. 
Katalasewirkung der Acetondauerpraparate der Mineralhefe und der 
untergirigen Bierhefe in verschiedener Wasserstoffsuperoxvdkonzen- 
tration. 


pu der Mineralhefeaufschlimmung : 
pu der Bierhefeaufschlammung : 
pu des verwendeten Wasserstoffsuperoxydes: 6,1; 


7.0: Indikator: m-Nitrophenol 


7.0: 


Mi- 





0,05 g Acetondauerhefe + 200 cem H,0, von 0.1% 


Bei Nr. I: 
Nr. II: 0,05 ¢ 400 cem TH,O, 0.05 % 
Nr. Ill: 0.05 e 800 cem HO, 0.025 % 


1) L. Michaelis, Wochenschr. f. 


Brauerei, 38. Jahrg., Nr. 22. 
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Versuchstemperatur: 20°. 





“) oe ‘ere 
Wasserstoffsuperoxyd- | Wasserstotfsuperoxyd- | Wasserstoffsuperoxyd- 
konzentration : 0,1 :°% konzentration: 0,05°, | konzentration: 0,05 °, 


Nr. Heteart ‘ , Me * clic 
Zersetztes Wasserstoffsuperoxyd in g nach Minuten 


1b 20 | 15 30 | 1b 30 


1) Mineral- 0.1850 0.1970 | 0.1540 01770 | 0.0720 0,0920 
2 /f  hefe 0,1850 90,1970 | 01540 01770 | 0.0720  0,0920 
3 !\ piethefe 0,0250 0,0420 | 0.0150 0.0230 | 0.0140 — 0,0090 
4 if 0.0250 0.0420 | 0,0150 0.0230 | 0,0140 0,0090 











Auch die Versuche mit dem Acetondauerpraparat geben ein Resultat 
in dem gleichen Sinne (Tabelle X). Wir sehen also deutlich, daB die 
Braueretheje mit der gropen Menge Zymase sehr wenig Katalase hat, 
withrend Mineralhefe bei geringem Zymasegehalt reichlich viel Katalase 
aufzuweisen hat. 

Dieses Resultat bleibt auch bestehen, wenn man die Ablesung nach 
30 Minuten vornimmt, oder wenn man noch schwichere Wasserstoff- 
superoxydkonzentrationen wie 0,05 und 0,025°,, anwendet (Tabelle X, 
Nr. If und II). 

Zur Technik der Katalasebestimmung sei bemerkt, dai wir uns zur titri- 
metrischen Bestimmung des Wasserstoffsuperoxyds mit Vorteil der Permanganat- 
losung nach Lockemann, Thies und Wichern') bedienten. Alle wichtigen Versuchs- 
bedingungen sind in den Tabellen aufgenommen. Die abgewogene Hefe wurde 
mit der Wasserstoffsuperoxydlésung so lange durchgeschiittelt, bis sich die Hefe 
fein suspendiert hatte. Die Proben (20 cem) wurden dann nach den angegebenen 
Zeiten dem Reaktionsgemisch entnommen und in 10 cem 10 proz. Schwefelsiure 
eingetragen, hierauf titriert. 

Diese erhaltenen Resultate lenken unsere Aufmerksamkeit auf die 
allgemein bekannten Ansichten Pasteurs iiber die Bedeutung der alko- 
holischen Garung fiir den Haushalt der Hefe. Wenn wir annehmen, 
daB die Katalase hier zu den Atmungsenzymen gehort, so wiirden unsere 
Versuche Pasteurs Auffassung stark stiitzen. Huler schreibt tiber 
Pasteurs Grundanschauung: ,,Vielleicht wird der richtige Kern dieser 
Pasteurschen Idee, dab die Girung gewissermaben einen Ersatz fiir 
die Atmung bildet, offenbar, wenn der Hefe in langdauernden An- 
passungsversuchen die Mdéglichkeit gegeben wird, ihre am Zucker- 
abbau beteiligten Enzyme zu iindern. Der wesentlichste Zusammenhang 
zwischen Atmung und Girung ist offenbar der, daB beide dem Organismus 
die Energie zu den verschiedenen Arbeitsleistungen chemischer und 
anderer Art liefern?).“* Wir stellen uns auch auf diesen Standpunkt und 


') G. Lockemann, I. Thies und K. Wichern, 1 com KMn0O, entspricht 0,002 g 
H,0,. Zeitschr. f. physiol. Chem. 58, 390. 1908/1909. 

*) Hans Euler und Paul Lindner, Chemie der Hefe und der alkoholischen 
Garung. Leipzig 1915, 8. 244. 
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gehen sogar weiter, indem wir behaupten: Man mufs in der Lage sein, 
durch Zuriickdringung der Atmung die Garung, also den Zymasegehalt 
der Hefe zu steigern. Unsere Torula, die wir eben reich an Oxydations- 
enzymen kennengelernt haben, wird im freien Dasein eine starke Atmung 
zeigen. Gelingt es uns, den Pilz bei Abwesenheit von Luft am Leben 
zu erhalten, so wird in seinem Organismus eine Umstellung erfolgen. 
Die Oxydationsenzyme werden allmihlich verschwinden und die Zymase 
wird zunehmen. Dies ist auch in der Tat der Fall, wie wir im nichsten 
Kapitel sehen werden. 

Wir wollen nur noch bemerken, dal schon von anderer Seite auf die 
Bedeutung des Sauerstoffs fiir die Hefe hingewiesen wurde. So kommen 
Giltay und Aberson') zu dem SchlubB, da’ durch reichliche Zufuhr von 
Sauerstoff der Zuckerverbrauch gesteigert wird, was zum kleineren Teil 
der stirkeren Hefevermehrung, hauptsiachlich aber der lebhafteren 
Oxydation (Veratmung) zugeschrieben werden mul3. 

Hans Buchner?) kommt unter anderem bei seinen ausfiihrlichen 
Versuchen iiber die Beziehungen des Sauerstoffs zur Giartatigkeit der 
lebenden Bierhefezellen zu dem Schlu8, daB sich reichliche Sauerstoft- 


zufuhr fiir den Garungsvorgang als solchen , also vermutlich fiir die 
Zymasebildung als indifferent erweist, wiaihrend Chudiakow einen 


hemmenden EinfluB konstatiert zu haben angibt?). 
Der Fortschritt unserer Versuche gegeniiber den bisherigen liegt 


wie nochmals betont werden soll darin, dapi wir die Hefen allmdhlich 
durch neue Lebensbedingungen zwingen wollen, einen teilweise anderen 
Stoffwechsel zunichst nur in quantitativer Hinsicht anzunehmen. 


Die Torula soll in unserem Falle bei der Ziichtung ohne Luftzufuhr thren 
Knergiebedarf anstatt durch Atmung (Oxydationsenzyme) durch die Zymase- 
gdrung bewerkstelligen. Durch Ziichtung in schwach geliifteten Wirzen 
werden sich die Torulazellen mit Zymase anreichern. 


Die Ziichtung. 
(Mit steigendem Zymasegehalt fallt die Katalasewirkung.) 
A. Ziichtungen im offenen Glasbottich. 

Die Mineralhefe, die zu Futter- und Nahrawecken geziichtet wurde, liefert, 
wie bereits erwihnt, bei starker Liiftung eine grobe Hefeausbeute mit geringe: 
Garkraft. Wurde jetzt mit kleinerer Luftzufuhr gearbeitet, also nur so viel 
Luft zugegeben, dai} das Reaktionsgemisch gerade noch ordentlich geriihrt wurde, 
so erzielte man eine kleine Ausbeute von Hefe mit relativ hoher Triebkraft. Bei 
diesem Vorgange wird nicht nur die Atmung zuriickgedringt, sondern die Hefe 
hat noch den Vorteil einer Wachstumsverminderung. Was geschieht hier? In 
stark geliifteten Maischen muB die Zelle alle Nahrstoffe der Lésung hauptsichlich 


1) Giltay und Aberson, Pringsheims Jahrb. f. wiss. Bot. 26, 543. 
*) BE. Buchner, ,,Die Zymasegiirung’, 8. 289. 
3) vw. Chudiakow, Landwirtschaftliche Jahrbiicher, Jahrbuch 23, 8. 391. 1804. 
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\uf Tabelle XIb, der Erginzung von XJa, sehen wir nun den EinfluB der 
Luft und der Melassemenge auf die Giar- und Tricbkraft der Hefen dargestellt. 
Die Niederziichtung erfolgte mit 100 g Melasse bei starker Luftzufuhr, die Hoch- 
ziichtung geschah mit 150 g¢ Melasse unter schwacher Liiftung. Wir sehen bei 
den Niederziichtungen auf der linken Halfte der Tabelle, da®B die Garkraft aller 
Hefen weniger als | g Kohlensiure betragt, wahrend alle Hochziichtungen diesen 
Betrag iiberschreiten. Noch deutlicher macht sich der Luftmangel bei der Trieb- 
kraftbestimmung, der Angarung der Hefe in den ersten vier halben Stunden, be 
merkbar. Die ersten 30 Minuten geben bei den Niederziichtungen keine Kohlen- 
siiture, wihrend in den Hochziichtungen 18-38 ccm erhalten werden kénnen. 
Die zweite halbe Stunde ist noch charakteristischer. Hefe G4 war noch unwirk- 
sam, hingegen die aus G 4 erzeugte Hefe G5 hatte in diesem Zeitabschnitt bereits 
262 com Gas aufzuweisen. Aus der Numerierung erkennt man die Mutter- und 
Tochterhefe. Auf eine Niederziichtung folgt gewohnlich eine Hochziichtung und 
aus dieser wieder die niichste Niederziichtung. 

Man kann so von Fall zu Fall in diesen 7 Hochziichtungen die ganz 
enorme Bedeutung der Luftzufuhr erkennen. Betrachten wir z. B. 
die Hefe G 13a. Sie lieferte in den ersten 4 halben Stunden 714 ccm 
Kohlensiure, die Aussaathefe G12 dagegen nur 290. Ein besonders 
schones Beispiel bieten die Hefen G 22 und G 23a: Die Niederziichtung 70. 
die Hochziichtung 674. Der Sprung ist enorm. Man beachte aber auch 
in dieser Tabelle die Niederziichtung aus der Hochziichtung. Aus 
G lla mit der Triebkraft 824 wurde wieder G 12 mit der Triebkraft 290 
gewonnen. Diese G 12 lieferte alsdann die Hochziichtung G 13a mit 
714 cem Kohlensaiure, daraus entstand abermals eine Niederziichtung 
mit 356 cem Gas. die Hefe G14. Die Hefe G wurde also abwechselnd 
hoch- und niedergeziichtet und zwar jedesmal mit dem gewiinschten 
Erfolg. Es sei noch darauf hingewiesen, daB im allgemeinen die Trieb- 
kraft mit der GréBe der Garkraft wichst, daB aber nicht immer eine 
besonders hohe Girkraft eine hohe Triebkraft als Ursache hat. Man 
vergleiche G lla mit G 25a. Die Angirung der Hefe ist, wie es scheint, 
noch von anderen Faktoren abhiingig. Selbstverstiindlich sind nicht 
alle Beispiele glinzend, denn welcher Organismus kann dauernd ab- 
wechselnde Lebensbedingungen ertragen? Immerhin sehen wir an den 
aufgefiihrten Beispielen doch den deutlichen Einfluf der Luft. Die 
Menge der Wiirze spielt natiirlich auch eine Rolle, aber wenn man die 
Liiftungsverhaltnisse miBachtet, so erhalt man widersprechende Resul- 
tate. Der Ha uptfaktor, es sei nochmals betont, ist die Luft. Erst muB sie 
eingestellt, dann erst darf mit der Wiirzemenge variiert werden. 
Die in der G-Reihe zu beobachtenden Liicken sind nur auf experimentelle 
Fehler zuriickzufiihren. In einigen Fallen versagte die Liiftungs- 
einrichtung, in anderen der Thermostat. Die angefiihrten Beispiele 
sind keineswegs die Auslese der am besten ausgefallenen Versuche 


einer Reihe. 
Tabelle XII bringt uns nun von den eben ausfiihrlich besprochenen 
Ziichtungen der G-Reihe den EinfluB der Luft auf den Katalasegehalt. 


| 
| 

















Das Problem der Zvimasebildung in der tlefe. I. D9] 


Tabelle X11. 
Kinfluf§ der Luft auf den Katalasegehalt der Hefe bei der Ziichtung. 


10 ccm einer Aufschlimmung von 0,25 @ Hete in 100 com Wasser werden in 
100 cem H,0, von 0,1°% gebracht und durchgeschiittelt. Temp. 20°. Nacl 
> und 20 Min. werden Proben gezogen von 20 cem, die in 10 cem H,SO, von 
10%, eingetragen und mit KMnO, (Lésung nach Lockemann: 1 com KMnQ), 
entspricht 0,002 ¢ H,0.) titriert werden. Die Kontrolltitration von 20 cem 
H.O. erfolet erst nach Zusatz von 10 com Wasser zu 100 cem T1,0, von 01°), 


























Niederziichtuny. Hochziichtung. 
Be- | Katalasegehalt zer-[] < 3 = maneianegnel = 
bakes REO. ts tne fee : zersetztes H.O,] = 
zeich- | Sssres: Sighs ®) i = = Indikator fiir Bezeich- [jp mg durch ig] = Indikator fiir 
‘h 1g frische 8 Gj ms x 
nung | dure 2 cx die H-Ionen- nung feische Hefe x die H-lonen 
der Hefe in Minuten sd T= konzentration der Hefe te Mionten = konzentratior 
Hefe s Se = 
5 20 & ag 5 2 | § 
(i.12] 533.3) 1088.8 |6,1 6,1 p-Nitrophenol G. 13a] 488.8 1066.6] 6.1 6.8 p-Nitropheno! 
(i. 14] 1200,0 1822.2 ]6,3 6,7 ‘s G. 15a} 177.7 600.0] 6.4 | 6.8 ; 
G. 17] 666,6 © 1577,7 }5,7 7,0 3 G. 18a] 577.0 1222.2) 5,7 | 6.6 
G. 19] 1022.2 2488,8 [5,9 6,4 
(i. 20] 800.0 | 1622.2 [5,9 5,8 G. 2hap5777 — 933,5).6.1 | 7.0 
(x. 22 | 1955,5 | 3377,7 15,7; 5,8 G. 23a} 400.0 1044.4] 5,7 | 6,8 
(i. 24 622.2 | 1733,3 15,7: 6,5 G. 25a1355.5 933.315.4 6.5 


Die Bedingungen der Katalasewirkung und die Methodik der Kata- 
lasebestimmung sind im Abschnitt ,,Prinzip der Ziichtungsmethode” 
bereits beschrieben. Es sei nur darauf hingewiesen, da® hier mit einer 
Hefeaufschliammung gearbeitet wurde, wihrend in den anderen Bei- 
spielen die Hefe als festes Substrat zum Wasserstoffsuperoxyd kam und 
dort erst zur Aufschlammung gelangte. Die Anordnung der Hefen ist 
ebenso getroffen wie frither, so da man immer die Hochziichtung mit 
der vorhergehenden oder nachfolgenden Niederziichtung vergleichen 
kann. Man sieht deutlich, daB bei der Hochziichtung, also wenn Zymase 
gebildet wird, der Katalasegehalt fallt und daB er bei der Niederziich- 
tung, also bei der Ziichtung mit starker Luftzufuhr, wieder stark ansteigt. 
Auch hier weisen nicht alle Beispiele grobe Unterschiede auf, doch ist 
die Tendenz gewahrt. Man kann freilich auch hier nicht erwarten, dab 
von Ziichtung zu Ziichtung in anderer Richtung immer sofort grobe 
Umstellungen in der Zelle erfolgen. Ein schénes Beispiel geben jedoch 
die Hefen G 20 bis G 25a. Die Niederzucht G 20 gab 800 mg zersetztes 
Wasserstoffsuperoxyd in 5 Minuten, dann fiel dieser Wert bei der 
nichsten Hochzucht G2la auf 577.7, jetzt erfolgt mit der Nieder- 
ziichtung wieder Ansteigen auf 1955.5 bei Hefe G22 und so geht das 
Spiel weiter bis G 25a. Auch wenn man die Hefe 20 Minuten lang auf 
das Wasserstoffsuperoxyd wirken laBt, erhalt man das Resultat im 
gleichen Sinne. Alle weiteren Einzelheiten sind in der Tabelle nach- 
zulesen. Interessant ist nun der Vergleich mit der Triebkraft der Hefe 
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auf Tabelle XIb. Alle Niederziichtungen mit der groben Katalasezahl 
zeigen kleine Triebkraftbetriige, bei den Hochziichtungen ist es um- 
yekehrt. Ein besonders schénes Beispiel gibt die Hefe G22. Die Trieb- 
kraft ist auberordentlich gering, nimlich 70 cem Kohlensiure, dagegen 
ist die Katalasezahl ganz enorm hoch: 1955,5 mg zersetztes H,O, in 
5 Minuten. Jetzt folgt aus dieser Hefe die Hochzucht G 23a. Wir 
beobachten ein Ansteigen der Triebkraft auf 674 und eine Vernichtung 
der Katalasewirkung: 400 mg zersetztes H,O, in 5 Minuten. 

Beispiele von Katalasebildung in etwas anderer Versuchsanordnung gibt 
Tabelle XIU. Von der Hochziichtung E6 wurde eine weitere Hochziichtung 
E7 A und damit parallel eine Niederziichtung E 7 B angestellt. Wir beobachten 
bei E7 A ein Zuriickgehen, bei E 7 B, der Niederzucht, ein Ansteigen des Katalase- 
eehaltes. Ebenso ist das Resultat mit den Ziichtungen der Hefe G 50. 


Tabelle XIII. 
Katalasebildung bei der Hoch- und Niederziichtung. 


[: bedeutet zersetztes HO, in mg nach 5 Min. Wirkungszeit, 


iT: Ke s Miele a og BO me 
Sonst Versuchsbedingungen wie auf Tab. 12. 
I I] 
Hochziichtunge KE. 6 244.4 666.6 
Y > | Il 
Hochztichtung E. 7A. 88.8 422.2 Niederziichtunge FE. 7B. 311.1 777.7 
Hochziichtung G. 50 266.7 622.2 


Hoehziichtune H. 1A. 133.3 533.3 Niederziichtung H. 1B. 311.1 677.7 


Die enormen Steigerungen der Triebkraft der Hefen, die man aus 
Niederziichtungen durch andere Kulturbedingungen bekam, lieBen den 
Gedanken aufkommen, ob bet solchen Hochziichtungen neben der 
Entstehung der Plasmazymase sich auch frete Zymase bilde. Wir priiften 
unsere Hefen in Form von Acetondauerhefen und als getrocknete 
Lebedew-Hefen und kamen zu dem Resultat, da dies nicht der Fall sei. 
Die Niederziichtungen der Tabelle XIV geben etwa dieselbe Menge 
Kohlensiure nach 72 Stunden wie die Hochziichtungen, dabei ist es 
vleichgiiltig, ob der Giransatz mit oder ohne Kochsaft erfolgte. 

Es fehlt eben allen Hefen die eigentliche Zymase. Auch die Versuche 
mit der Lebedew-Hefe sind im gleichen Sinne ausgefallen (Tabelle XV). 
Nach unseren friitheren Erfahrungen mit Acetondauerpriiparaten kann 
es sich nur um Spuren von freier Zymase handeln, die in den beiden 
Hefeziichtungen vorkommt. 














rt 
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Tabelle XIV. 
Triebkraft der Hefe und freie Zymase in Form von Acetondauerhefe. 


Giirkraftbestimmung: 2 ¢ Hefe + 4 ¢ Rohrzucker + 10 cem Wasser + 0.2 cem Toluol. 
Temperatur 22°. 








Niederziichtung. Hochziichtung. 
Be- Triebkraft | “arkraft der Aceton- Be- Triebkraft | Garkraft der Aceton- 
zeich- in den dauerhefe. zeich- in den dauerhete. 
nung ersten CO, ing nach 72 Stunden nung ersten CO,ing nach 72 Stunden 
der beiden ohne mit der beiden ohne mit 
Hefe Stunden Kochsaft Kochsaft Hefe Stunden Kochsaft Koehsatt 
— G. lla S24 0,04 0,06 
G. 15a 645 O11 O15 
Ce Le 300 0,15 0,18 (Gi. 18a 708 0,12 0,20 
G. 19 118 0,13 0,24 
G. 2la 634 O17 0.30 
eal —_ G. 23a 674 O17 0,25 
B. 14 288 0,08 0,12 
os — H. 18 884 0,09 O12 
C. 136 0,12 0,36 
Se 840 013 O27 








Tabelle XV. 
Triebkraft der Hefe und freie Zymase in Form von Lebedew-Hefe 


Girkraftbestimmung: 2 g Hefe + 4g Rohrzucker + 10 cem Wasser + 0,2 cem Toluol. 
Temperatur 22°. 





Niederziichtung Hochztichtang. 

Be- Triebkraft | @4rkraft der Lebedew- Be- Triebkraft | Garkraft der Lebedew- 
zeich- in den Hefe. zeich- in den Hefe. 

nung ersten CO, ing nach 72 Stunden nung ersten CO, ing nach 72Stunder 
der beiden ohne mit der beiden ohne mit 
Hete Stunden Kochsaft Kochsaft Hefe Stunden Kochsaft K ochsaft 
Ik. 9b 348 0.05 0,07 H. 13 870 0.10 0.14 

I. 2 230 0.13 0.28 H. 15 812 O12 O14 
Lo 270 0,14 0.44 Rl. Le 854 O11 O18 
a oO 1044 0.08 O15 








Im AnschluB hieran mag noch einmal die alte Frage aufgeworfen 
werden, ob die stickstoffreichsten Hefen die triebkraftigsten sind. Es stellte 
sich, wie zu erwarten war, heraus, dali der Stickstoffgehalt in keiner 
Beziehung zur Triebkraft steht (Tabelle XVIIL). Stickstoffreiche Hefen 
kénnen gute als auch geringe Triebkraft zeigen. Die Hochziichtungen 
haben zum Teil hohen, zum Teil weniger hohen Proteingehalt. Ganz aus 
der Reihe fallen die anaerob geziichteten Hefen. Die Mineralhefe 
(Versuch Nr. 8) zeigte bei sehr guter Triebkraft nur 32,7°, Protein auf 





Trockensubstanz berechnet, die Spiritushefe etwas mehr, 37°, gegenitiber 
52—59°, der unter Liiftung gewachsenen Hefen. Diese auffallenden 
Ergebnisse regen zu manch anderer Spekulation an. 





| 
| 
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I. Hayduek und HH. 


Haehn: 





Anaerobe Ziichtungen in Glasflaschen. 





Torula bei LuftabschluB zu studieren, 


wurden Ziichtungen in mit MeiBel-Ventil verschlossenen Flaschen (von 2 Liter 
Wir konnten dabei taglich die Girung durch den Kohlen- 


Inhalt) vorgenommen. 
siureverlust konstatieren 
mehrung. 
Ziichtung dauerte 72 
Ziichtung wieder 
den nachsten Versuch. 


2 g ausgesit. 
Die fiinfte Ziichtung erfolgte in gréBerem Umfange, 


und ebenfalls am Ende 
Zum Vergleich wurde die Spiritushefe Rasse XII herangezogen. 
2 Stunden, dann wurde die Hefe geerntet und davon zur zweiten 
Diese Ziichtung lieferte alsdann die Aussaat fiir 


des 


Versuches die 


endlich geniigend Hefematerial zur Untersuchung zu erhalten. 
Rohbrzuckerlésung, unter 


bereits 
etwa den 


Niihrlésune: 1 


Die Nahrlésung bestand aus einem Liter 
Zusatz von 7 g Spiritushefeextrakt (Hefeautolysat). 
jeder Ziichtung 2 g ausgesit. 

Wir betrachten die erste Ziichtung auf Tabelle XVI. 
Kohlensaiure entwickelt, 
Hefe noch zymasearm ist. 


in 


CO -Menge in g 
Liter 


24 Stunden 
3. Teil lieferte. 


30,5 
Wir sehen, 


oa 
_ 


dal} diese 


10 proz. 


Tabelle XVI. 
Anaerobe Ziichtung der Spiritus- und Mineralhefe G. 8b. 


nach je 


24 Stunden. 


Zimmertem 


10 prozentige Rohrzuckerlésung 


peratur. 


Hefever- 
Eine 


um 


Von jeder Hefe wurden bei 
Nahrlésung vorher nur aufgekocht, nicht sterilisiert. 
Die Spiritushefe hatte 
wahrend Mineralhefe 


Nach 


20. VII. 21 


7 g Spiritushefeextrakt. 























Aussaat: je 2 ¢ Hefe. 
1. Ziichtung 2. Ziichtung 3. Ziichtung {. Ziichtung & Wiehtens 
Dauer der 20, VII. 21 25, VII. 21 29, VIL. 21 2, VIL 21 _ & vil. 21 
Girung 5 Literversuch 
Spiritus- Mineral-] Spiritus-| Mineral-] Spiritus- Mineral- | Spiritus- | Mineral-]Spiritus- Minera!- 
Stunden hefe hefe hefe hefe hete hefe hefe hefe hefe hefe 
24 30:55 10,5 | 27,2 | 181] 322 282] 310 , 288 
48 11.8 ; 17,2 20,4 14.9 13,7 202.9 188.0 
iz 2,5 9.7 1.3 5,5 13.8 15,3 0.5 3.2 37,6 34,1 
96 9,4 12,9 
44.8 29,7 46,3 44.0 46,0 43.5 46.4 45.7 249.9 235.0 
Hefe-Ausbeute | Hefe-Ausbeute | Hefe-Ausbeute | Hefe-Ausbeute | Hefe-Ausheute 
16,242 11,43¢] 18¢ 13.8¢]173¢ | 17,7 ¢@ 418 93¢)1737e¢] 57g 79g 
‘ Garkraft in ,, d 
Triebkraft 62 ites Proteingehalt Backzeit 
5. Ziich- \ Spiritushefe: 20: 110: 222:310: 1,11 g CO, 37, 0% 121 Min. 
tung { Mineralhefe: 54:126:206:229: 1,34, amt le 109 


diesem Zeitpunkt laBt die Spiritushefe stark nach, das heiBt, diese Hefe be- 
sitzt eine starke Angarung innerhalb des ersten Tages, dann folgt ein allmiah 
liches Nachlassen bis nach 72 Stunden. Die Mineralhefe hingegen girt am 2. und 
3. Tag beinahe so stark wie am ersten, jedoch bleibt die Gesamtmenge an Kohlen- 
siure (29,7 g) hinter der der Spiritushefe (44,8 g) merklich zuriick. Auch in den 
Betragen der nach 72 Stunden geernteten Hefen zeigen sich Unterschiede: 16,24 g 
Spiritushefe gegeniiber 11,43 g Mineralhefe. Nun leginnt die zweite Ziichtung 
mit einer Nahrlésung von der Zusammensetzung der ersten und ebenfalls 2 g Aus- 
Jetzt beobachten wir eine starke Zunahme in der Angarung der Mineralhefe 


saat. - 








itung 

1. 21 

ersuch 

Mineral- 
hefe 


188.0 
34,1 
12,9 


235,0 


sheute 





T9e 
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und einen Girumfang nach 3 Tagen von nahezu derselben Gribe wie der der 
Spiritushefe. Bei der dritten Ziichtung ist die Angiarung beider Hefen bald gleich, 
auch ist der Unterschied in der Gesamtmenge an Kohlensiure nach 3 Tagen nur 
gering. Zu beachten ist, daB beide Hefen nahezu dieselbe Ausbeute an Hefe liefern 
Mithin sind beide Hefen in bezug auf Triebkraft, Garkraft und Ausbeute einander 
sehr ahnlich geworden. Da die vierte Ziichtung keinen weiteren Vorteil brachte. 
so kam die fiinfte Ziichtung in 5 Liter Nahrlésung zum Ansatz. Es konnte noch- 
mals das alte Resultat im wesentlichen konstatiert werden, doch hebt sich die 
Mineralhefe durch eine gréBere Hefeausbeute hervor. 

t- Die geernteten Hefen zeichneten sich besonders durch einen kleinen Protein- 
gehalt aus: Spiritushefe 37,0, Mineralhefe 32,7°,. Dabei waren sie mit guter 
Trieb- und Garkraft ausgestattet. Als Ausgangshefe der Mineralhefe diente bei 
diesen Versuchen G 8b mit der Triebkraft 0 : 28 : 124CO,. Nach der Ziichtung 
fanden wir 54: 126 : 206 (Tab. XVI). Auch die Backzeiten 109 Minuten (Torula) 
und 121 Minuten (Rasse XII) sind als einigermaBen giinstig zu bezeichnen. Die 
Bedeutung des letzteren Resultates geht aus dem Kapital ,,Backversuche mit der 
Torulahefe“ hervor. i 


Tabelle XVII. 
Anaerobe Ziichtung der Spiritus- und Mineralhefe H 2 B. 


COo-Menge in g nach je 24 Stunden. Zimmertemperatur, Nahrlésung und Aussaat 
wie Tabelle XVI 





5. Ziiechtung 
l. Ziichtung 2. Ziichtung 8. Ziichtung 4. Ziichtung st Neameh 


Spiritus- Mineral- | Spiritus- Mineral- | Spiritus- Mineral-] Spiritus- Mineral- | Spiritus- Mineral- 


Stunden 


hefe hefe hefe hefe hefe hefe hefe hefe hefe hefe 
4 28/121 92 14/1 15! 19] 97 1836] 790 740 
4s 25.2 11.5 16,3 10.0 99.0 61.0 


72 33,8 4.0 9.6 16,8 | 18,7 11,8 | 30,0 19.9 53,5 89,6 





36.6 5,2 | 440 | 29,7 | 365 | 23,7 | 39,7 | 33,6 | 231.5 | 2246 
Hefe-Ausheute | Hefe-Ausbeute | Hefe-Ausheute | Hefe-Ausbeute | Hefe- Ausbeute 





— 


We '55¢ 416i ¢)/122¢)152e 154211642 16297 52 | 8e 














Protein- 


Triebkraft: Grkraft: gehalt: Backzeiten: 
1. Ziichtung J Spiritushefe : -- 53,43 %/ 
| Mineralhefe : — 55,35 %/, 


ss a J Spiritushefe: 16: 184:200:220; 1,23 ¢ 44,69°%, 8&4 Min. 
5. Liichtung , ‘ ent? e 
| Mineralhefe: 0:110:216:222; 1,03 g 37.28%, 87 

Eine zweite anaerobe Ziichtung (Tabelle X VIL) verlief im gleichenSinne. Es 
wurde hier besonders noch auf die Verainderung des Proteingehaltes wihrend der 
Ziichtung geachtet. Die Mineralhefe der ersten Ziichtung zeigte 55,35°,, wahrend 
die fiinfte nur noch 37,28, auf Trockensubstanz berechnet, aufwies. Die Hefe- 
ausbeute ist zum SchluB des Versuches héher als die der Npiritushefe, was sich 
wie nach unseren obigen Erfahrungen in den Werten der Triebkrafte bemerkbar 
macht (Mineralhefe: 548; Spiritushefe: 620). Man beachte auch die guten Back- 
zeiten: 84 und 87 Minuten. 
39 
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DOG IF. Hayvduek und 


Tabelle XVIII. 
Sind die N-reichsten Hefen die girkraftigsten ? 


Niederziichtung. Hochziichtung. 





Nr. 


> Vike Coho 


~~ 











Triebkraft in der Protein- Triebkraft in der Protein- 
gehalt der gehalt de: 
Bezeich- s abgepreBt. icwatelaieia abgeprebt 
nung 1 2. ; ie Hefe in : . 1. 2. 4, Hefe in 
der Hefe = — | Trocken- der Hefe Trocken 
halben Stunde 77) 3 seer a halben Stunde ao 
(Gi. lla 27 225) 318 | 254; 824] 53.90 
G.12} 0; 0:100 190 290) 57,12 G. a 22 178) 256 | 258 | 714 59.80 
17] O, 24/110 166 300] 56,60 G. 18a 24 (166 244 274 708] 57.30 
19 0 0; 32; &6'118 56,00 
20 | 24 | 12] 52; 83/171 58.20 Gr. 21a 24 | 138) 232 240 634] 52.50 
Gr. 23a 18 | 156! 259 241/674 52.88 
24 0 Q| 34! 98/132 52,19 
Mineralhefe | 54 126 206 229 615] 32.70 
und 
Spiritushefe | 20 110 222 310 662] 37.90 
deranaeroben 
Ziichtung 











Die groBe Ahnlichkeit der so gewonnenen Mineralhefe mit der Spiri- 
tushefe laBt natiirlich Zweifel aufkommen, ob am Ende der 5 Ziich- 
tungen bei unserer nicht sterilen Arbeitsweise wirklich noch Torula 
vorliege. Der mikroskopische Befund gibt in der Tat auch eine Uber- 
raschung, denn die Zellen haben manchmal eine etwas mehr kugelige 
Form angenommen und der in die Versuche nicht eingeweihte Unter- 
sucher kénnte sehr leicht Rasse XII anstatt Torula konstatieren. Es 
sind allerdings noch mehrere Prozente Mineralhefe in der urspriinglichen 
Gestalt vorhanden. Es ist nun sehr leicht, unsere Hefe wirklich als echte 
Torula zu charakterisieren, da sie sich durch einen sehr groBen Gehalt 
freier Nucleinsdure auszeichnet, waihrend die Spiritushefe davon nur 
Spuren aufweist. Im dritten Teil dieser Arbeit wird die vorziigliche 
Methode zur Auffindung der Nucleinsiure genau beschrieben. Die 
Reaktion mit der Torula ist im Gegensatz zur Spiritushefe so charak- 
teristisch, daB eine geringe Ubung schon die Sicherheit zur Unterschei- 


dung beider Hefen gibt. Die durch Farbung nach J. Schumacher er- 
£ g g 


haltenen griinen Piinktchen der Nucleinsaure sind bei Rasse XII winzig 
klein und nur in wenigen Zellen zu finden, wahrend die gut girende 
Torula in jeder Zelle deutliche griine Punkte bis Flecken hat, die in 
nicht seltenen Fallen etwa den 5. Teil der Zelle einnehmen. Durch diese 
Reaktion wurde es fiir uns sicher, daB wir es hier am Ende der 5. Ziich- 
tung mit Mineralhefe zu tun hatten, die durch die anaerobe Lebensweise 
so eigenartig umgestaltet worden war. 











Protein- 

ehalt de: 
bgeprebt 
Hefe in 

Trocken- 
ibstanz in 
rozenten 


53.40 
54.80 
57.30 
52.50 


52.88 


32.70 


37.00 
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Am Schlusse dieses Kapitels soll jetzt zusammengefabt werden, was 
in bezug auf Zymasebildung vom enzymatischen Stand punkt aus bei unseren 
Versuchen erreicht worden ist. Wir gingen von einer sehr girschwachen 
Torula aus und erhielten eine Hefe mit hoher Triebkraft, in den meisten 
Fallen weit besserer Triebkraft als die der Spiritushefe. Der Betrag 
der Triebkraft einer Hochziichtung ist oft das Doppelte, ja das Drei- 
fache und mehr der Niederziichtung (Beispiele Tabelle XI b und XXII). 
Wir miissen deshalb annehmen, dab die Umziichtung Zymase erzeugt. 
Ob eine Synthese des eigentlichen Enzyms stattgefunden hat oder ob 
sich nur die Aktivatoren vermehrt haben, das entzieht sich bis heute 
noch unserer Kenntnis. Wir inklinieren in Anbetracht der enormen 
Steigerung der Garwirkung fiir die Annahme der Synthese beider 
Enzymkomponenten., Die Versuche ergaben weiter, wie schon oben 
mitgeteilt wurde, daB es sich um Bildung von Plasmazymase handeln 
mu, da die Dauerhefepriiparate keine Garung bewirkten. Wir sind der 
Uberzeugung, daB es durch geeignete Methoden gelingen wird, auch 
freie Zymase in der Hefe anzureichern. Wir hitten dann in diesem 
Falle die wilde Hefe Torula nicht nur mit den Eigenschaften der Spiritus- 
hefe, sondern auch mit denen der Brauerethefe ausgeriistet. 


Backversuche mit der Torulahefe. 


Mit groBer Spannung wurden die Ergebnisse der Backversuche mit der Torula 
erwartet, da man friiher deren Untauglichkeit kennengelernt und auch in Fach- 
kreisen diese Hefe allgemein als unbrauchbar fiir Backzwecke bezeichnet hatte. 
Wir werden gleich sehen, da8 die Torula nicht immer mit Triebkraft fiir den Teig 
ausgeriistet ist, sondern daB sie erst nach der Hochziichtung backfahig wird. 

Zur Priifung auf Backfaihigkeit benutzten wir die Methode des Hefeverbandes'), 
um die Giite unserer Hefen mit der der technischen Hefen vergleichen zu kénnen. 
Nach dieser Vorschrift werden 5 g Hefe mit 280 g angewirmtem Weizenmehl (34°) 
mit 160 cem destilliertem Wasser (v. 30°) und 4 g Kochsalz verriihrt und 5 Minuten 
lang in der Knetmaschine (mit 500 Knetungen in dieser Zeit) behandelt. Der Teig 
kommt dann in einer konisch geformten, viereckigen Kastenform (unten gemessen: 
Linge 13,5, Breite 8,5, Hohe 8,5; oben gemessen: Lange 15,3 em, Breite 10,0 em) 
bei 32—34° zur Garung. Es wird die Zeit festgestellt, die der Teig zum Aufgehen 
bis zu einer Hohe (6,7 cm) braucht, die durch Auflegen eines Staébchens quer iiber 
die Form angezeigt wird. Gute Hefen benédtigen bei Verwendung von inlindischem 
Mehl 115 Minuten Girzeit von Beginn des Knetens an gerechnet. Der Hefeverband 
gestattet noch, Hefen zu verkaufen, die die vorgeschriebene Girung in 144 Minuten 
hervorrufen, 

Auf Tabelle XIX sind eine Anzahl von Backversuchen zusammengestellt. 
Unsere Niederziichtungen G17 und G 20 (Versuche Nr. 3 und 4), die eine Trieb 
kraft von 300 bezw. 171 aufwiesen, bendtigten so lange Backzeiten (305 Minuten 
und linger), daB sie fiir praktische Zwecke gar nicht in Betracht kamen (Tab. XIX). 
Aus G17 folgte die Hochziichtung 18a (Versuch Nr. 11). Wir beobachten ein be- 
deutendes Ansteigen der Triebkraft und erhalten die giinstige Backzeit von 129 Mi- 
nuten. Niederziichtung G 20 liefert die Hochziichtung 21a mit guter Triebkraft 


1) Brennereizeitung 37, 8481-82 und 8485. 


ao” 
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und der Backzeit von 112 Minuten. Wir sehen an diesen beiden und den anderen 
Beispielen, daB die hohe Triebkraft nicht immer die beste Backzeit liefert. Das 
ist schon eine alte Erfahrung, weshalb die Praktiker nicht mehr die Triebkraft- 
zahlen nach Hayduck-Kusserow als MaBstab fiir die Giite einer Hefe wahlen, son- 
dern den oben beschriebenen Ba’ckversuch. 


Tabelle X1X. 
Triebkraft, N-Gehalt und Backfahigkeit der Hefe. 


Niederziichtung: 100 e Melasse. Hochziichtung: 150 ¢ Melasse. 





Proteingehalt der Backprobe bei 32—34°, 


Triebkraft in ; get . 4 
abgepreBten Hefe der Teig erreicht die 


me. benciohoung. der Bele | den ae auf Trockensub- vorgeschriebene Hohe 
stanz berechnet in Minuten 

l Spiritushefe 570 94 

2 ~ 368 95 

3 G. 17 | Nieder- 300 56.60 305 

4 G. 30 fziichtung 17] 58.20 linger als 5 Std. 
D G. 6 618 150 

6 ae 560 140 

7 G. Ya 692 125 

S G. lat) Hoch- $24 53,90 140 

9 G. 13a ziiehtune 714 59.80 132 

10 G. lda 645 143 

1] G. 18a 708 57,30 129 
LZ G. 2la 634 52,50 112 





Unsere erhaltenen Backzeiten sind im allgemeinen nicht besonders giinstig 
ausgefallen, namentlich im Vergleich mit denen der Spiritushefe (Versuche Nr. 1 
und 2), obgleich diese eine viel geringere Triebkraft aufweist. Es miissen also be: 
den Backversuchen noch andere Momente eine Rolle syielen. 

Um die Backzeit zu verbessern, wurden einige tastende Versuche ausgefiibrt 
unter Beigabe von verschiedenen Salzen zum Teig, wie Calciumearbonat, Magne- 
siumsulfat und prim. Kaliumphosphat. In einigen Fallen wirkte der Kreidezusatz 
giinstig, in anderen verzégernd. Magnesiumsulfat rief unbedeutende Hemmungen 
hervor. Rohrzucker ist ungiinstig, Traubenzucker etwas giinstig. Diese Versuche 
sind keineswegs abgeschlossen. Einen guten Erfolg in bezug auf Backzeit der Hefen 
erzielten wir, als wir unsere Hochziichtungen anstatt mit 150 g Melasse mit 250 g 
ausfiihrten. Jetzt bewegen sich die Daten zwischen 59 und 86 Minuten, obgleich 
nicht immer die Triebkraft iiber 800 betriigt (Tabelle XX). Wir miissen in der 
Melasse Stoffe annehmen, die fiir die Entwicklung der Backfahigkeit von groBer 
Bedeutung sind, sofern nicht der héhere Zuckergehalt der Nahrlésung eine Rolle 
spielt. DaB die Stickstoffsubstanzen der Melasse bis zu 40 und 50°, von der Hefe 
ausgenutzt werden, also weit besser als die des Getreides und der Malzkeime, von 
denen meist nur ca. 25°(, der Hefeernihrung zugute kommen, das hat schon G. 
Ellrodt') angegeben. Damit ist sicher die Bedeutung der Melasse als Nahrsubstrat 
fiir die Hefe nicht erschépft (siehe auch dritten Teil der Arbeit). Die Melasse hat 
auch keineswegs degenerierend gewirkt, denn auf Tabelle XX sehen wir zehn au/- 
einanderfolgende Hefeziichtungen, dic immer Hefen mit guten Backzeiten, jeden- 
falls besseren als die technischen Spiritushefen im allgemeinen, ergaben. 


1) Chem. Zentralbl. 1919. IV. 46. 
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Tabelle XX. 
Triebkraft und Backfaihigkeit der Hefe. 


Zusammensetzung der Nihrlésung: 250 @ Melasse und die iibliche Menge der Salze. 








= s Triebkraft von 10 g Hefe in 400 ecm Die Backprobe 
Bezeich- Netto- 5 E 10% RohreuckeriGeung. CO, In ecm erreicht bei 
aung aushaute 2 3 | in den ersten vier halben Stunden 12—4( die vor 
der Hefe an Hefe é ai Tecate geschriebene 
& epi 2 3 we Hohe in Min 
JH 2n*) | 95 0.56 18 32 170 176 396 
H 3 83 120 28 110 184 240 562 
H 10 65 121 «26214306274 820_~——sin 78 Min 
Hl 53 127 | 38 226 267 259 | 790 
Hf 12 81 1,77 30 128 | 262 236 656 in 86 Min. 
H13 67 1.43 40 194 307 329 870 .. 64 
H 14 16 1,36 30 120 | 210 | 192 ; 552 » 65 
H 15 73 64 234 274 +240 812 . 68 
Hl 16 76 40 170 290 245 745 » 67 
ie 72 — 10 210 306 298 854 “i. £0 
HW 18 72 1.47 50 240 304 290 S84 » 39 


*) Niederziichtunge mit 100 2 Melasse. 


Man hat versucht, die Back/dhigkeit der Heje in Beziehung zum Eiweifgehalt 
derselben zu bringen, doch mit negativem Erfolge. Auch unsere Beobachtungen 
erweisen dies, wie aus den Beispielen der Tabelle XIX zu ersehen ist. Die Nieder- 
ziichtungen mit den schlechten Backzeiten ergeben etwa denselben Proteingehalt 
wie die guten Torulabackhefen. 


Tabelle XX]. 
H-lonenkonzentration der Hefeaufschlimmung, gemessen nach der 
Indikatormethode von Michaelis, und Backfihigkeit. 





Backversuch 

etre bei R84". 

Nr. Bezeichnung der Hete an P4-aael Indikator Pron Ady 

schlimmung vorgeschriebene 

Hohe in Min 
] G. lla Hoehziicht. 6.4 7,0 m-Nitrophenol 131 
2 (. 12 Niederziicht. 6,5 7,5 132 
3 |G. 13ale 63 7,2 BM 132 
4 |G. bag Hochatcht., 6", 7.3 A L 143 
i) tr. 17 Niederziicht. 6.1 7.0 4 “ 305 
6  G. 18a Hoehziicht. 5.9 6.6 )- - 129 
7 G. 20 Niederziicht. 5,7 5.8 F a itiber 300 
8 | (y 2Qla 6,3 7,0 ‘ 112 
9 Hf. 10 6.0 6,6 = * 7S 
i tH, i2 6,0 6,7 s Xs Ri 
11 H. 13 > Hoehziicht. 5.6 6.2 4 +s 64 
12 IT. 14 5.8 6.0 s s 65 
13 1H. 16 D8 6.0 _ ‘i 7 
14 %#H.18 6.0 6.3 ¥ a no 
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Auch Beziehungen der Wasserstoffionenkonzentration der Hefe zu ihrer 
Backfahigkeit konnten nicht gefunden werden. Wir verweisen auf Tabelle XX1. 

Endlich soll uns eine graphische Darstellung (Tabelle XXII) noch das An- 
wachsen der Triebkraft durch eine Hochziichtung veranschaulichen. Hefe 16 
(Niederzucht) brachte in den ersten vier halben Stunden nur 202 ccm Kohlensaure, 
wahrend [7 nach der Hochziichtung 665 produzierte. Einen schénen Vergleich 
liefern auch die Backzeiten und Nukleinsiuremengen der beiden Hefen. Der Effekt 
unserer Ziichtungsmethode wird recht anschaulich durch die Gegeniiberstellung 
der Daten einer Durchschnittsspiritushefe. 


Tabelle X X11. 
Graphische Darstellung der Triebkraft einer Hoch- und Niederziichtung. 


Hefe 17: Hochziichtung |Backzeit 72 Min. 
sehr viel Nuecleinsiure (1)}. 


Dd 
S 
S 


500 






> 
S 
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7 Spiritushete |Backzeit 9 Min 
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Hefe 16: Niederziichtung |Backzeit 131 Min 
Nucleinsauremenge: sehr gering (3—4)} 
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Dritter Teil. 
Zymasebildung und Nucleinstoffwechsel. 

Wenn man nach unserer Methode die luftliebende Torulahefe durch 
Wachstum unter Luftmangel zur Zymasebildung zwingt, so muf sicher 
im Innern der Zelle eine griindliche Umstellung des Stoffwechsels er- 
folgen. Man wird hierbei u. a. auch an einen der wichtigsten Zell- 
bestandteile, an das Nucleoprotein, denken, weshalb wir zuerst nach 
Verinderungen des Nucleins in der Zelle Umschau hielten. 

Durch die Schumachersche') Farbemethode ist man in der Lage, in der Zelle 
Nuclein von der Nucleinséiure zu unterscheiden. Die durch Hitze in der iiblichen 








1) Nach den Ausfiihrungen J. Schumachers in seinem Vortrag in der Berline: 
Mikrobiol. Gesellschaft (10. X. 1921) (eine Veréffentlichung existiert bis jetzt noch 
nicht) ist die Methylenblau + Phosphinmethode ein histochemisches Reagens auf 
freie Nucleinsaure. Seine diesbeziiglichen Studien ergaben, da die Nuclein- 
siure je nach den obwaltenden Umstianden echte Farbsalze oder additionelle 
Farbstoffnucleinséureverbindungen zu bilden vermag. So werden beispielsweise 
Ausstriche von makrochemisch dargestelltem nucleinsaurem Methylenblau durch 
Essigsiure, Alkohol, Kupfersulfat- und Phosphinlésungen entfairbt unter Bildung 
neuer Verbindungen, was bei dem Phosphinsalz zu einer Gelbfarbung fiibrt, 
wahrend Ausstriche von ebenso dargestelltem additionellen Farbstoffnukleinsaure - 
verbindungen gegen diese Medien absolut bestandig sind und bei Behandlung 
mit Phosphin griin werden, wodurch sie sich unterscheiden. 

Ausstriche von Hefenuclein werden nach dieser Methode gelb, weil sich nur 
das Farbsalz bilden kann, da die Nucleinsaure im Nuclein schon Eiwei® additionell 
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Weise fixierten Hefezellen auf dem Deckglischen werden erst mit Carbol-Methylen- 
blau gefarbt, mit destilliertem Wasser abgespiilt und dann mit ‘Phosphin (Dia 
midophenylacridin) nachgefarbt. Auf diese Weise wird das Nuclein gelb, die 
Nucleinsaiure hingegen stark griin gefarbt. Es sei gleich hier bemerkt, da fiir uns 
das Auftreten von Nucleinséure von groBber Wichtigkeit geworden ist. Die Npiritus- 
hefe, Rasse XII, zeigt hierbei keine Nucleinsaure, die untergarige Bierhefe sehr 
veringe Mengen, etwas mehr die Torula. Da wir die Nucleinsiure als Spaltprodukt 
des Nucleins auffassen kénnen, so glaubten wir bei der kiinstlichen Autolyse der 
Spiritushefe zu dem gewiinschten Stoff zu gelangen. Es gliickt in der Tat bei 
einiger Vorsicht. Priift man zu friih, so ist die Spaltung noch nicht vollzogen, zu 
spat, so ist die Nucleinsiure schon weiter zerlegt, und die Reaktion bleibt aus. 
Am besten geht es, wenn man die Hefe in einem Becherglischen mit Toluol iiber- 
vieBt und es auf die Dampfheizung stellt. Dann ist nach 3-4 Stunden die Saure 
nachzuweisen. 

Unsere Ausgangshefe des Hauptversuches, die Torula, hatte eine sehr schlechte 
Triebkraft und war im lebenden Zustande sehr arm an Nucleinsaiure. Wurde sie 
mit reichlich Melasse unter schwacher Liiftung geziichtet, so stieg mit der Menge 
der Melasse der Nucleinsaiuregehalt und die Garkraft. Wir machen hier die auf/- 
fallende Beobachtung, dap wihrend der Zymasebildung in der Zelle ein lebhafter 
Nucleinsdurestoffwechsel in Erscheinung tritt. Die Unterschiede im Nucleinsaure- 
gehalt der zymasearmen und zymasereichen Torulahefen sind auffallend. Die 
erste Art zeigt in verschiedenen einzelnen, manchmal in vielen Zellen nach det 
Farbung griine Piinktchen, waihrend die anderen Hefen fast ausnahmslos grobe 
griine Flecken haben, die bei den besten Hefen oft den fiinften Teil des Zellinhaltes 
und mehr einnehmen. Die Farbung ist so charakteristisch, dap man bei einiger Ubung 
schon aus dem Nucleinsduregehalt auf die Grépe der Triebkraft schliefen kann. 
Aus Tabelle 23 sehen wir, das der Nucleinsiuregehalt parallel der Triebkraft gebt. 
Also je gréBer die Triebkraft, der Zymasegehalt der Hefe, desto groBer ist auch 
die Nucleinsiuremenge. Versuche Nr. |—-3 zeigen Hefen, die bei schwacher Liiftung 
mit 250 g Melasse auf 5 Liter Fliissigkeit unter Zusatz der iiblichen Nahrsalze 
geziichtet worden sind. Hefen in Versuchen | und 2 weisen starke Triebkraft und 
Garkraft auf bei hohem Nucleinsaiuregehalt (Starkegrade 1—2), wahrend in 
Versuch Nr. 3 sich die Abschwichung in Trieb- und Garkraft durch ein 
Fallen des Nucleinsiuregehaltes bemerkbar macht. Die Nucleinsiuremenge 
konnte einstweilen nur geschatzt werden. Aber die Unterschiede in den ein 
zelnen Ziichtungen sind so augenfallig, da man die Mengen zahlenmabig grob 


gebunden hat, wahrend freie Nucleinsdéure Methylenblau und Phosphin binden 
kann und griin wird. Makrochemisch zeigte dies Schumacher dadurch, da er 0,2 ¢ 
Hefenucleinsaure mit 10 ccm einer | proz. Methylenblaulésung behandelte, in der 
Zentrifuge wusch und mit | proz. Phosphinlésung nachbehandelte. Strich er dic 
so behandelte Nucleinsiure auf dem Objekttrager aus und mikroskopierte, so 
erhielt er griin gefarbte Schollen in demselben Ton wie das nach dieser Methode 
griin gefairbte Substrat der Hefezelle. Aus der Tatsache, daB die Methylenblauver- 
bindung der Hefezelle sich bei Nachbehandlung mit Phosphin nicht gelb farbt. 
sondern griin, ferner refraktar ist gegen Alkohol und Essigsaéure, schlieBt Schu- 
macher, da® sich in der Hefe die additionelle Farbstoffverbindung gebildet haben 
muB und freie Nukleinsiure vorliegt. Seine Behauptungen stiitzt er ferner durch 
die Ergebnisse der Chromolyse des Hefevolutins, da das Volutin alle Loésungs- 
reaktionen histochemisch gibt wie die Hefenucleinsiure makrochemisch in vitro 
(Léslichkeit in hei&em Wasser, Unléslichkeit in Alkohol, sehr leichte Léslichkeit 


in essigsaurem Natrium usw.). Des weiteren verweisen wir auf die demnachst er 
scheinenden Arbeiten von Schumacher selbst. 
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schatzen kann, wie in der Tabelle angegeben ist. Den gréBten Nucleinsdure- 
gehalt wiesen Versuche Nr. 8—11 auf, sie waren mit einem sehr groBen Quantum 
Melasse, namlich 350 g, angesetzt worden. Wenn man nun eine Hochziichtung 
der Hefe (= zymasereiche Hefe) durch knappe Melassenahrung und starke Liiftung 
wieder zymasearm macht, so verschwindet auch wieder die Nucleinséure. In 
einigen Fallen war sie fast restlos beseitigt worden, wahrend in anderen Proben, 
die bereits eine groBe Anzahl von Hochziichtungen (Hefe J der Tabelle) hinter- 
einander durchgemacht hatten, die Nucleinsiure trotz sieben aufeinanderfolgender 
Niederziichtungen (Abbauen der Zymase) nicht mehr wegzubringen war. Die 
Triebkraft konnte, wie die Tabelle XXIII (Nr. 12—15) zeigt, stark herabgedriickt 
werden, auch sank die Menge der Nucleinsiure. Die Ausgangshefe dieser Reihe 
war H 13, man vergleiche damit J6. J 7 und J8 sind wieder Hochziichtungen, 
was sich gleich bemerkbar macht. Auch bei Versuchen Nr. 4—-7 haben wir dieselbe 
Erscheinung. Auf die Niederziichtung Nr. 4 kommen die Hockziichtungen Nr. 5—7 
unter maBigem Melassezusatz. 


Tabelle XX111. 
Zymasebildung und Nucleinstoffwechsel in der Torula. 


Stiirkegrade der Nucleinsiurebildung (schitzungsweise): 1. sehr viel: alle Zellen 

haben groBe vriine Flecken; 2. viel: die Hiilfte der Zellen haben grobe griine 

Flecken, die anderen nur griine Punkte; 3. wenig: alle Zellen haben nur griine 
Punkte; 4. sehr wenig: vereinzelte Zellen zeigen nur griine Punkte. 





Be- Garkraft: Triebkraft. 10g Hefe Gebildet: 

Pea, Ziichtungs- 1 g Hefe 40cem! 490 ccm 10proz. Nuclein- 

Nr. nung bediagungen: we Liiftung 10 proz. Rohr- enna aoaes ph 

dm iiblichen Nabrsalze zuckerlésung | CO, in cem in den] farbt nach 

Hefe und Melasse CO. in g ersten beiden J. Schuh- 

; Stunden macher 
1 H.12 250 @ Melasse — schwach as 656 1—2 
2H. 13 250 g > 7% 1,43 870 2—1 
3} H. 14 250 ve i 2 1,36 552 3-2 
4 KE. 9B. 100 2 stark 0,92 348 4 
5 iF. 2 150 ¢ sehwach 0.94 D&S 3 
6 F. 4 150 ¢ 1,27 650 § 
TiF. 5 150 ¢ d 1,44 672 3-—-2 
8 K. 1 350 x 1,64 840 l 
9 K. 2 350 x S 1,60 920 l 
10 K. 3 350 x * = 1,41 970 l 
111K. 5 350 o 1,46 1044 l 
12iJ. 1 100 ¢ stark 1,14 396 3 
Zid. 2 100 v Ms 0.89 230 3 
43.3 100¢ a 0.64 270 —4 
15 J. 6 50 ¢ A 0,74 202 34 
16')J. 7 150 2 schwach 1.13 665 } 
17 iJ. 8 150 ¢ ‘< 1.38 684 2—3 





Wir sahen nun die interessanten Beziehungen zwischen Triebkraft, 
Garkraft und dem Nucleinsiuregehalt. Es fragt sich jetzt, welche Rolle 
diese physiologisch sehr bekannte Substanz beim Girakt wohl spielen 
mag. Leider sind wir iiber diesen Punkt bis jetzt nur auf Vermutungen 
angewiesen. Ob bei dem sog. ,,ZymasebildungsprozeB" sich iiberhaupt 
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Zymase oder nur deren Hilfsstoffe bilden (Ko-Enzym, Aktivatoren), 
ist noch nicht erwiesen. Ob die Nucleinsiure oder die EiweiBkomponente 
des Nucleoproteides eine wichtige Rolle spielt, entzieht sich unserer 
Kenntnis. Man kénnte vermuten, da die Zelle aus der Nucleinsiiure 
Ko-Enzym bildet, da von verschiedenen Forschern das Ko-Enzym als 
Phosphorsiureverbindung angesprochen wird. Wenn man an Neubergs') 
Versuche iiber ,,Stimulatoren der alkoholischen Girung™ denkt, so 
kénnten hier Purine und deren Derivate zur Erklirung herangezogen 
werden, vielleicht auch Nucleinsiure selbst, obgleich sich dieselbe in 
Neubergs Versuchen nicht besonders auszeichnete. Es mag sein, dab 
das denaturierte Handelspraparat nicht so giinstig wirkt wie die frisch 
abgeschiedene kolloidale Saiure in der lebenden Zelle. Auch der Fall ist 
méglich, daB das Eiweil’ des Nucleins zur Synthese der eigentlichen 
Zymase verwendet wird und die Nucleinsaure lediglich als Nebenprodukt 
auftritt. In diesem Falle ware das Vorkommen der Siaure nur der 
Indikator fiir den vollzogenen Nucleinabbau. Hierfiir kénnte die Be- 
obachtung sprechen, dafi in der stark girenden Spiritushefe keine 
Nucleinsiiure aufzufinden ist. Offenbar bendtigt die Zymase dieser Hefe 
nicht den vermutlichen Aktivator Nucleinsdure. Die Befunde sind also 
noch widerspruchsvoll. 

Unser Befund sei noch einmal kurz umschrieben: Parallel der 
Zymasebildung in der Hefe geht ein lebhafter Nucleinsdurestoffwechsel. 
Wir nennen ihn den physiologischen Nucleinsdurestoffwechsel im Gegen- 
satz zum pathologischen, der bei der Autolyse der Zelle, wie oben von 
der Spiritushefe beschrieben, stattfindet. Aber auch unsere Torula 
kann dieses Krankheitsbild geben, wenn sie lingere Zeit lagert. So 
fanden wir bei einer fast nucleinsiurefreien Hefe nach einigen Tagen. 
als sie schon nach basischen Stoffen roch, reichliche Mengen von Nuclein- 
siure. Die Triebkraft war natiirlich stark abgeschwicht. (Triebkraft 
der frischen niedergeziichteten Hefe in den ersten 4 halben Stunden: 
198 cem Kohlensiure; die lange Zeit gelagerte Hefe: 72. cem.) Wir 
betonen dies besonders, um nicht den Irrtum aufkommen zu lassen, dap 
alle Hefen mit reichlichen Nucleinstiuremengen starke Vergéirer sein 
miissen. 

Wir wollen jetzt daran erinnern, dab auch die Backfahigkett der Hete 
besser wurde mit der gréBeren Zugabe an Melasse wihrend der Ziichtung. 
Sollte der Nucleinstoffwechsel auch fiir die Backfihigkeit der Hefe 
wichtig sein? Die Melasse scheint ein ausgezeichneter Nihrboden zur 
Erzeugung girkraftiger Hefen zu sein. Leider sind wir nicht in der 
Lage, die wichtigsten Stoffe derselben niiher zu bezeichnen. Ob das 


1) Carl Neuberg, Elsa Reinfurth und Marta Sandberg, diese Zeitschr. 121, 
215. 1921. 
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von O. v. Lippmann') entdeckte Hydantoin, das eventuell Bausteine 
zum Nucleinsiuremolekiil liefern kénnte, hier von Wichtigkeit ist, 
das miissen spaitere Untersuchungen ergeben. 

Nun ist die Frage zu priifen, ob der durch Methylenblau gefirbte 
Stoff in der Tat Nucleinsiure ist. Durch welche Reaktionen wird dieselbe 
hier charakterisiert ? 


Nach den Versuchen von J. Schumacher gibt die kiufliche Hefenucleinsaure 
der Firma C. F. Boehringer Séhne, Mannheim) eine so innige Verbindung mit 
lem Farbstoff, da} derselbe alle Farbkraft verloren hat. Wird z. B. ein geeignetes 
Gemisch von Methylenblau mit Hefenucleinséiure iiber die Hand gegossen, so 
bleibt keine Spur von dem sonst so intensiv farbenden Farbstoff auf der Hand 
zuriick. Ferner berichtet Schumacher, wie schon oben mitgeteilt, iiber eine eigen 
artige Verbindung der blauen Methylenblaunucleinsiure mit dem Phosphin zu 
einem griinen Stoff. Zur weiteren Charakterisierung der Nucleinsiure wurde von 
uns folgender Versuch ausgefiihrt: Die auf einem Deckglischen fixierte Torula 
wurde 6—-7 Minuten lang in 3 proz. Natronlauge gebadet, gewaschen mit destillier- 
tem Wasser und dann nach Schumacher gefarbt. Sie zeigte dann keine Nuclein- 
siurefarbung, da die Natronlauge bekanntlich diesen Stoff aus der Zelle lost. Ein 
spezifisches Lésungsmittel fiir Nucleinsiure ist Natriumacetat. Fixierte Hefe 
hierin in 3 proz. Auflésung 6—7 Minuten gebadet, zeigt dann auch negativen Aus 
fall der Schumacherschen Farbung. Diese Reaktionen machen es ziemlich sicher, 
das wir es hier wirklich mit der Nucleinséiure zu tun haben. Wir kennen zur Zeit 
keinen anderen Stoff, der hier zur Verwechselung AnlaB geben kénnte. I[mmerhin 
bea bsichtigen wir, eine Bestatigung des Resultates dadurch zu erbringen, daB wit 
die Nucleinsiuremengen in den Nieder- und Hochziichtungen chemisch qualitatiy 
und quantitativ bestimmen werden. 

Diese Fairbungen mit Methylenblau erinnern an die Arbeiten W. Hennebergs?), 
.,.Uber das Volutin oder die metachromatischen Kérperchen in der Hefezelle.* 
Henneberg erhielt auch mit dem genannten Farbstoff, allerdings nach einem anderen 
Féarbeverfahren, blaue Kérnchen, die bei gut girenden Hefen starker auftraten als 
bei schwach girenden. Nach ihm steht ,,bei Kulturhefen der Volutingéhalt und 
die Triebkraft in engster Beziehung, so daB das Volutin das Gairungsenzym selbst 
oder dessen Muttersubstanz oder sonst ein bei der Garung eine wichtige Rolle 
spielender Stoff sein muB.** Allerdings waren Hennebergs ,,Volutintrépfchen™ 
nicht immer blau, sondern manchmal rosa bis violett. Eine Ubereinstimmung mit 
unseren Befunden liegt darin, daB unsere Blaufairbung der Nucleinséure auch gegen 
Schwefelsiure bestindig ist. Wird nimlich unsere Methylenblaufarbung vor dem 
Phosphinbad mit 1 proz. Schwefelsiure ('/,—1 Minute lang) behandelt, so entfarbt 
sich wie bei Henneberg die ganze Zelle bis auf die Nucleinsiure. Ein Unterschied 
zwischen unseren und Hennebergs Befunden liegt aber darin, da’ die lebenden 
Zellen bereits bei 60° C das Volutin verlieren (Henneberg), waihrend nach det 
Schumacherschen Methode die Nucleinsiure bei héherer Temperatur man 
fixiert in der Bunsenflamme — erhalten bleibt. Da Henneberg nach seiner Methode 
in den Spiritushefen Volutin findet, wir jedoch keine Nucleinsiure, so miiBte 
hiernach, wenn kein experimenteller Irrtum vorliegt, Volutin eine besondere Sub 
stanz sein. Wir sind zur Zeit nicht in der Lage, diese Frage restlos zu kliren, doch 
ist es héchstwahrscheinlich, daB in dem Hennebergschen Volutin zum wenigsten 


1) O. v. Lippmann, Ber. d. dtsch. chem. Ges. 24, 3299. 1891; 29, 2652. 1896. 
*) W. Henneberg, Wochenschr. f. Brauerei 1915, Nr. 36—42. 
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Nucleinsdure vorhanden ist, wahrend A. Meyer!) friiher in den meta 


u. a. [reve 
Nucleinsdureverbindungen angenommen hat. Auch 


chromatischen Koérperchen 
M. A. van Herverden*) vermutet im Volutin Nucleinsiureverbindungen. 


Nachbemerkung: Die vorstehende Arbeit) konnte in) Anbetracht 
des groBen Umfanges des gewihlten Themas kein erschépfendes Ver- 
suchsmaterial bringen. Wir hoffen aber baldigst in der Lage zu sein 
die noch vorhandenen Liicken auszufiillen, vor allem die Richtigkeit 
der zahlreichen von uns aufgestellten Arbeitshypothesen zu priifen 

Bei der Ausfiihrung der Arbeit haben uns die Damen Friedel Miiller 
Irene Bujack und Anneliese Nickel bestens unterstiitzt. 


') 4A. Meyer, Die Zelle der Bakterien. Fischer-Jena 1912. 
2) M. A. van Herverden, Uber das Volutin und seine chemische Zusammen 


setzung. Chem. Zentralbl. 1918. [. 216. 











6-Emulsin (Oxynitrilese), d-Emulsin (Oxynitrilase), Carboli- 
gasen. 


Von 
L. Rosenthaler. 


(Eingegangen am 1, Dezember 1921.) 


Unter dem Titel ,,Die Bedeutung der Aciditat fiir die Oxynitrilsynthese und 
die Nichtexistenz des Rosenthalerschen syn-Emulsins* ist in dieser Zeitschrift!) 
eine Arbeit von E. Nordefeldt erschienen, deren AuBerungen iiber das syn- 
Emulsin von der véllig falschen Auffassung ausgehen, daB ich mit diesem Namen 
einen Bestandteil des Emulsins bezeichnet habe, der die Reaktion zwischen Blau- 
siure und Aldehyden beschleunige. Ich habe aber mit syn-Emulsin nur den- 
jenigen Bestandteil des Emulsins bezeichnet, der die asymmetrische Gestaltung 
der Nitrilsynthese herbeifiihrt?) und habe selbst schon vor langer Zeit bewiesen’), 
daB diejenigen Bestandteile des Emulsins, welche die Blausiureaddition beschleu- 
nigen, in der Hauptsache nichtenzymatischer Natur sind und also auch nicht 
identisch mit dem syn-Emulsin-Oxynitrilese. Herr Nordefeldt hat also wede1 
die Nichtexistenz des syn-Emulsins, noch dessen nichtenzymatische Natur be- 
wiesen, Ganz dasselbe gilt auch fiir das é:a-Emulsin-Oxynitrilase, von dem eben- 
falls eine optisch-aktive Wirkung festgestellt wurde. Weder die Wirkung des 
syn- noch die des d:a-Emulsins lassen sich durch Acidititswirkungen erklaren, 
deren EinfluB auf die Nitrilsynthese iibrigens vor Herrn Nordefeldt von anderen 
und mir festgestellt wurde’), 

Einleuchtender erscheint die Erklarung, die Krieble und Wieland’) iiber 
den Riickgang der optischen Aktivitét geben, die ich mit Hilfe der Oxynitrilase 
zu geben versuchte. Sie nehmen an, dab der Zerfall des d-Nitrils rascher erfolgt, 
als der des |-Nitrils, weil ersteres in gréBerer Konzentration vorhanden sei. Aber 
auch diese Erklirung kann keine Auskunft dariiber geben, warum aus r-Benz- 
aldehydeyanhydrin durch Emulsin das |-Nitril entsteht. 

Nicht widerspruchslos darf ich auch AuBerungen hingehen lassen, die Her 
C. Neuberg mit Hirsch und Liebermann gelegentlich ihrer interessanten 
Mitteilungen iiber Carboligasen®) machen. Auf Grund der bemerkenswerten Ent- 
deckung, daB bei der Vergirung von Zucker oder Brenztraubensiure Benzaldehyd 
den Ketonalkohol CgH;CHOHCOCH, liefert, erheben sie den Anspruch, das erste 
Enzym, eine sog. Carboligase, entdeckt zu haben, das Kohlenstoffe verkniipft. Diese: 


1) Diese Zeitschr. 188, 15. 1921. 

2) Vel. z. B. diese Zeitschr. 26, 1. 1910. 

3) Diese Zeitschr. 19, 186. 1909. 

') Val. z. B. diese Zeitschr. 19, 188. 1909. 

5) Journ. of the Americ. chem. soc. 43, 164. 1921. 
5) Diese Zeitschr. 115, 282. 1921; #28, 311. 1921 
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Anspruch ist, wie Herr Neuberg und seine Mitarbeiter sofort erkannten, nut 
dann aufrecht zu erhalten, wenn der Nachweis erbracht werden kann, daB meine 
Synthese optisch-aktiver Oxynitrile nicht ebenfalls eine Verkniipfung von Kohlen- 
stoffketten bedeutet. C. Neuberg und L. Liebermann stellen zu diesem Zwecke 
die Behauptung auf, daB die Oxynitrile iiberhaupt nicht den Charakter eigent- 
licher fester Kohlenstoff-Kohlenstoffverbindungen haben, sondern mehr die Eigen- 
schaft von Anlagerungsgebilden zwischen Carbonylsubstanzen und Blausiure. 
vergleichbar denen, die mit Ammoniak, Alkoholen, Sulfiten, Halogenwasserstoff- 
siiuren, Eisen- und Kobalticyanwasserstoff usw. bekanntlich entstehen. Dazu ist 
folgendes zu bemerken: 1. Die Verbindungen der Aldehyde mit Halogenwasser- 
stoffsiure, Eisen- und Kobalticyanwasserstoff werden mit v.-Baeyer und Vil 
liger allgemein als Oxoniumverbindungen aufgefaBt, lassen sich also mit den 
Oxynitrilen nicht vergleichen. 2. Die Oxynitrile lassen sich bekanntlich zu Sauren 
verseifen, und von diesen hat noch niemand behauptet, daB die Bindung des C 
der Karboxylgruppe eine prinzipiell andere sei, als das C der CN-Gruppe, aus det 
letztere hervorgeht. 3. Eine Dissoziation unter Auflésung einer C-C-Bindung ist 
nicht auf die Oxynitrile beschriinkt. Ich erinnere nur an den Chergang von Hexa- 
phenylithan in Triphenylmethyl, trotz dessen Bestehen meines Wissens noch 
niemand das Hexaphenylathan als eine ,,Anlagerungsverbindung™ bezeichnet hat. 

Daraus ergibt sich, daf& die Addition von Blausiure an Aldehyde eine wirk- 
liche Verkniipfung zweier C-Atome bedeutet und daf die von mir entdeckte 
enzymatische Bildung optisch-aktiver Oxynitrile das erste bekannte Beispiel eine: 
Carboligasenwirkung darstellt. 











Zur Klassifizierung der Carboligase. 
Von 
C. Neuberg und J. Hirsch. 


Nachstehend auBern wir uns iiber die Stellung, die man gegenwartig der 
Carboligase im Fermentsystem zuerteilen soll, und nehmen im Einverstandnis 
mit Herrn Prof. Rosenthaler zugleich auf seine vorangehende Darlegung, soweit 
sie uns betrifft, Bezug: 

Es ware an sich eine Nomenklaturtrage, wenn Rosenthaler die Wirkung der all- 
vemein und auch von ihm so benannten Oxynitrilese nunmehr als Carboligasetatig- 
keit bezeichnen will. Uns schiene jedoch ein derartiger Versuch nicht als gliicklich 
und auch nicht als berechtigt, weil zwischen beiden Vorgangen ganz grundsatzliche 
Unterschiede obwalten. 

Indem wir diesbeziiglich auf die Ausfiihrungen in den verschiedenen Mittei- 
lungen!) iiber die Carboligase verweisen, wollen wir nur folgende Punkte hervor- 
heben: 

1. Wie Rosenthaler nicht bestreitet, addiert sich Blausiure an Benzaldehyd 
bekanntermaBen freiwillig zum Benzaldehyd-cyanhydrin, und er méchte gemab 
seinen schénen Befunden ,,mit syn-Emulsin nur denjenigen Bestandteil des Emul- 
sins bezeichnen, der die asymmetrische Gestaltung der Nitrilsynthese herbeifiihrt™. 
Auch die beschleunigenden Faktoren des Emulsins sind nach Rosenthalers eigener 
Angabe nichtenzymatischer Natur. Demgegeniiber verbinden sich Benzaldehyd 
und Acetaldehyd nicht von selbst zum Produkt der carboligatischen Synthese. 
zum Phenyl-brenztraubenalkohol CgH;.CHOH.CO.CH,. Auch chemisch ist 
diese Reaktion bisher nicht verwirklicht worden, vielmehr fiihrt eine in vitro er- 
zwungene Umsetzung beider Aldehyde zum Zimtaldehyd. 

2. Der Carboligaseeffekt ist allem Anscheine nach zu den gekoppelten Reaktio- 
nen insofern zu zahlen, als der Acetaldehyd nur in naszierendem Stadium bei de1 
Spaltung, sei es des Zucker-, sei es des Brenztraubensiuremolekiils, befahigt 
ist, in die carboligatische Vereinigung einzutreten; mit dem aufbauenden Vor- 
gange muB wahrscheinlich ein Energie spendender oder eine labile Zwischen- 
form liefernder AbbauprozeB einhergehen. 

3. Ganz anders geartet ist die Reaktion zwischen Benzaldehyd und Blausaure : 
diese hat ein deutliches, in weiten Grenzen verschiebbares Gleichgewicht. Das 
Oxynitril wird durch Emulsin hydrolysiert, ebenso durch einfache chemische 
Mittel der Hydrolyse. Der carboligatische ZusammenschluB von Benzaldehyd 
und Acetaldehyd fiihrt zu einem Produkte, das nach unseren bisherigen Kennt- 
nissen weder durch das erzeugende biologische Agens noch durch hydrolysierende 
Eingriffe gewéhnlicher Natur wieder riicklaufig zerlegt wird. Benzaldehyd- 
ceyanhydrin wird nicht nur durch Wasserdampf in die Komponenten getrennt. 
sondern sein alsbaldiger Zerfall wird auch durch verhaltnismaBig indifferente 
Zusitze, z. B. ZnO (Feist), gefordert. Phenyl-brenztraubenalkohol ist, wenn auch 
langsam, mit Wasserdampfen wnzersetzt fliichtig und ist ein auBerordentlich be- 
standiger Koérper. 

4. Die Carboligase reiht mehrgliedrige Kohlenstoffketten irreversibel an- 
einander. (Das carboligatisch an den Benzaldehyd gekniipfte Molekiil des Acet- 
aldehyds enthalt — ungleich der Blausiure — bereits zwei Kohlenstoffatome; man 
ist also berechtigt, hier von der Vereinigung von Kohlenstoffketten zu reden.) 

') Neuberg und Hirsch, diese Zeitschr. 115, 282. 1921; Newberg und Lieber- 
mann, diese Zeitschr. 121, 311. 1921; Newberg und Ohle, diese Zeitschr. 127, 327. 
1922; Neuberg, Zeitschr. f. angew. Chemie 35, 90. 1922. 
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5. Wenn im iibrigen Rosenthaler meint, daB die Cyanhydrine nicht als Anlage 
rungsgebilde bezeichnet werden diirften, so steht das wohl nicht véllig im Einklang 
mit der Auffassung, wie sie in dem bekannten Handbuch von Meyer-.Jacobson. 
Bd. 1, S. 664, vertreten wird'). Besonders riihrt, wie wir auch frither ausdriicklich 
bemerkt haben, die Betrachtung der Oxynitrile als Anlagerungsverbindungen, so 
yar als ausgesprochen komplexer Saiuren, keineswegs von uns, sondern yon Lap 
worth) her; seine Angabe ist allem Anscheine nach seit 18 Jahren ohne Wider- 
spruch geblieben. 

6. Der von Rosenthaler herangezogene Vergleich der Cyanhydrine mit dem 
Hexaphenylathan bzw. Triphenylmethy! diirfte weniger fiir seine als fiir unsere 
Auffassung sprechen. Denn nach den grundlegenden Aufklarungen von Schlenk, Pic 
card, Schmidlin sowie Gomberg wird das feste Hexaphenylathan als Associations- 
produkt zweier Triphenylmethyl-radikale, als Polymerisationserzeugnis, ange- 
sehen*), wahrend in Solventien stets ein teilweiser Zerfall eintritt derart, da in 
verdiinnten Lésungen sogar nach Piccard fast allein Triphenylmethyl enthalten ist. 
Wenn somit die Cyanhydrine dem Hexaphenylathan an die Seite gestellt werden 
sollen, so wire ja in Lésung, wie sie bei biologischen Vorgangen vorliegt, das Vor- 
kommen eines Gemisches von Blausdiure und dem betreffenden Aldehyd zu fordern. 

7. Wir wollen nicht in eine Erérterung der einer Bearbeitung werten 
Frage eintreten, ob nicht ein Gleichgewicht zwischen wahrem Oxynitril C,H, - 


CH(OH)CN und der Oxoniumverbindung C,H; > CH : O ve existiert und die 
von uns frither hervorgehobene Festigung der Kohlenstoff-Kohlenstoffbindung der 
Cyanhydrine erst bei der Verseifung zu den entsprechenden Saureamiden oder 
Sauren selber erfolgt, sondern nur noch auf einen gewissen Widerspruch hinweisen, 
der in Rosenthalers eigener Darstellung liegt und in folgendem beruht: 

Die Cyanhydrine bilden sich freiwillig aus den Komponenten; das heute als 
Ferment bezeichnete Material Emulsin wirkt vorwiegend, gleich den drehenden 
chemischen Katalysatoren von Bredig, Fajans und Fiske, bestimmend auf die 
optische Aktivitat. Derselben Ansicht ist auch Rosenthaler. Sie diirfte aber nicht 
ganz in Einklang stehen mit seiner SchluBbemerkung, ,,daB die Bildung optisch 
aktiver Nitrile eine enzymatische Synthese (gemeint ist — C — C — Synthese) sei’. 

Aus allem ergibt sich folgender Tatbestand: Die im ,,Emulsin* vorhandene 
Oxynitrilese Rosenthalers ist kein synthetisierendes Ferment, sondern sie induziert 
im wesentlichen die optische Aktivitat des durch selbsttatigen Zusammentritt de1 
Bestandteile entstehenden und durch Emulsin wie rein chemisch wieder hydro- 
lysierbaren*) Cyanhydrins. Carboligase stellt, soweit man bisher iibersehen kann. 
ein synthetisierendes Enzym dar, das die Kniipfung freiwillig sich nicht bildende: 
und fermentativ oder durch chemische Hydrolyse nicht wieder gespaltener Kohlen- 
stoffketten bewirkt. , 
= OH CN 

1) Die Reaktion C,H, -CH OH * HCN = H,O + C,H; - CH OH zwischen 
Bittermandelél und Blausiure liebe das Oxynitril gewissermaBen den Halbace- 
talen analog erscheinen und wiirde vielleicht die erhebliche Zersetzlichkeit deuten; 
eine Ahnlichkeit besteht wohl auch mit den Anlagerungsprodukten bestimmter 
Saiuren, wie unterphosphoriger oder phosphoriger Siiure usw. 

2) Chem. Centralbl. 1904, II. 1119. 

’) Die Autoren sprechen vom Hexaphenylithan vielfach als ,,dimolekularem 
Triphenylmethyl™. 

4) Nach Harden, Bayliss, Nordejeldt, Barendrecht u. a. kann man bei den zu- 
gleich hydrolysierend wirkenden Fermenten iiberhaupt nicht von synthetischen 
Funktionen reden, sondern nur von Gleichgewichtsverschiebungen. 











Zur Kenntnis der Carboligase. 
IV. Mitteilung. 


Weitere Feststellungen iiber die biosynthetiseche Kohlenstoffketten- 
verkniipfung beim Girungsvorgange. 


Von 
Carl Neuberg und Heinz Ohle. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir experimentelle 
Therapie in Berlin-Dahlem.) 


In den friiheren Mitteilungen!) ist dargelegt worden, daf} sich die 
carboligatische Vereinigung von Bittermandelél mit dem Acetaldehyd- 
rest im Verlaufe der Girung von Zucker oder Brenztraubensiure 
derart volizieht, daB eine mehrgliedrige Kohlenstoffkette von 
der Struktur C,H, -CHOH-CO-CH,, des Phenyl-brenztrauben- 
alkohols, entsteht. 

Bei der Bedeutung, zu der damit dieser aliphatisch-aromatische 
Ketonalkohol gelangt ist, haben wir nun eine Reihe von Versuchen 
zwecks verbesserter Darstellung dieses Oxy -oxo-propylbenzols 
vorgenommen und sind ferner der Bildung von Nebenprodukten 
nachgegangen. 

Wir wollen dariiber nachstehend berichten. 


A. Weitere Angaben iiber die biosynthetische Darstellung des |-Phenyl- 
acetyl-carbinols, C,H, - CHOH - CO - CH, . 2) 

1.25 kg Starkesirup, der als billiger Ausgangsstoff dienen kann, 
wurden in Wasser gelést: unter Zugabe von 1 kg Hefe Senst wurde 
sodann ein Volumen von 25 | hergestellt. Nach 1/,stiindigem Angiiren 
wurden unter Riihren 100 g Benzaldehyd in kleinen Portionen zugesetzt. 
Nach 3tagiger, bei Zimmertemperatur ausgefiihrter Garung, die durch 





1) C. Neuberg und J. Hirsch, diese Zeitschr. 115, 282. 1921; C. Neu- 
berg und L. Liebermann, diese Zeitschr. 121, 311. 1921; C. Neuberg 
und H. Ohle, diese Zeitschr. 127, 327. 1922. 

2) Selbstverstandlich ist die athylenoxydartige Formel (mit Briickensauer- 
stoff) C,H; -CH -C(OH)-CH, ebenfalls in Betracht zu ziehen; sie enthalt zu- 
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haufiges Schiitteln geférdert wurde, filtrierten wir die Hefe auf einem 
Kieselgurfilter ab und atherten das Filtrat (23,6 1) in der von Neuberg 
und Hirsch?) beschriebenen Weise aus. Die atherische Lésung wurde 
auf ein kleines Volumen eingeengt, mit gegliihtem Natriumsulfat ge- 
trocknet und dann vom Ather vollstiindig befreit, wobei ein Riickstand 
von 91 g hinterblieb. Dieser wurde mit etwa !, | Ather aufgenommen 
und zur Entfernung von Saure schnell 2 mal mit je 100 cem gesittigter 
Sodalésung, dann mit ebensoviel Wasser ausgeschiittelt. Die vereinigten 
wasserigen Anteile wurden noch einmal ausgeithert und diese Ausziige 
dann zur Hauptmenge zuriickgegeben. Die erhaltene wiisserige Fliissig- 
keit sei als Siurefraktion bezeichnet; ihre Aufarbeitung wird unten 
beschrieben werden. 

Die von Saiuren befreite Atherschicht wurde 5—6mal je eine halbe 
Stunde mit je 200 cem einer etwa 25 proz. Natriumbisulfitlésung aus- 
geschiittelt.. Auch nach dieser Behandlung enthielt eine Probe des 
Atherriickstandes, aus dem ebenfalls SO, entfernt war, geringe Mengen 
Phenyl-brenztrauben-alkohol; denn sie reduzierte noch Fehlingsche 
Mischung, allerdings nur in der Siedehitze. Eine ganz quantitative 
Trennung des Ketols vom Benzylalkohol*) war also mittels Natrium- 
bisulfit nicht erreicht. Um mitgerissene Benzylalkoholreste zu ent- 
fernen, wurde die Natriumbisulfitzone einmal mit Ather ausgeschiittelt, 
wobei sie jedoch eine kleine Menge Ketol wieder abgab. 

Dieser atherische Anteil wurde daher nicht zur Stammilésung zuriick- 
gegossen, sondern fiir sich aufgearbeitet. Sie wird im folgenden als 
Zwischenfraktion angefihrt. 

Die durch die erwihnte Behandlung ecintretenden Verluste an 
Ketonalkohol werden nun dadurch aufgewogen, daB das aus der Bisulfit- 
verbindung zuriickgewonnene Produkt sehr rein ist. 

Die schlieBlich tibrig gebliebene atherische Lésung enthielt nur noch 
die Benzylalkoholfraktion und eine geringe Menge hochsiedender 
Verbindungen indifferenten Charakters. 

Die Aufarbeitung der einzelnen Fraktionen. 
a) Siturefraktion. 

Die sodaalkalische Lésung wurde mit verdiinnter Schwefelsdiure 
schwach angesiuert, wobei sich Krystallblattchen abschieden, die ab- 
fitriert und aus siedendem Petrolither wnkrystallisiert wurden. Sie ver- 
fliissigten sich dann bei 120 — 121° und erwiesen sich durch den Schmelz- 
punkt einer Mischprobe als Benzoesiure. Thre Menge betrug 1,4 g. 
Die schwach getriibte wasserige Mutterlauge wurde 3mal mit Ather 
ausgeschiittelt, der nach der Trocknung mit gegliihtem Natriumsulfat 

1) Vgl. C. Neuberg und J. Hirsch, |. e. 


*) Er entsteht durch einfache phytoc! emische Reduktion des Benzaldehyds 
(C. Neuberg u. E. Welde_ diese Zeitschr. 62, 477. 1914). 
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beim Abdunsten einen sirupésen, stark nach niederen Fettsiuren 
riechenden Riickstand (etwa 3 g) hinterlieB. Aus diesem konnte noch- 
mals | g@ Benzoesiure gewonnen werden. 
b) Benzylalkoholfraktion. 
Beim Verdampfen der nach den voraufgegangenen Angaben ge- 
reinigten und tiber Na,SO, getrockneten iitherischen Lésung blieb ein 
Riickstand von 45 g zuriick. Dieser lieferte bei der Destillation im 


Vakuum'!) folgende Fraktionen: 





[. Vorlauf bis 100° . . . . 2,8 g (17 mm Druck) 
Il. Fraktion 101—-110 Pa eb 9,6 g (17 mm Druck) 
Ill. Fraktion 1L00—110 . . . 23,0 ¢ (10 mm Druck) 
IV. Fraktion 111—180 2.8 ¢ (10—25 mm Druck) 
V. i) a or ee gee 6,2 ¢ 
VI. Verluste . . : oy oe ae 
Ssumme 45.0 go. 


Die Fraktionen 1 —3 reduzierten alkalische Kupferlésung nicht und 
stellten vorwiegend Benzylalkohol dar. Fraktion 4 enthielt die 
Reste vom Ketol, wihrend der Riickstand aus nicht niher definierten 
z. T. héher molekularen Produkten bestand, die durch Destillation bisher 
nicht getrennt wurden; in ihnen ist vielleicht Methyl-phenyl-glykol 
enthalten. Jener unbekannte Anteil ging unter 11 mm Druck haupt- 
siichlich zwischen 190 —225° tiber. 

c) Ketonalkoholfraktion. 

Die Natriumbisulfitlésung wurde bei gewéhnlicher Temperatur so 
lange mit festem Natriumbicarbonat versetzt, bis die Kohlendioxydent- 
wicklung aufhérte, wozu rund 300 g verbraucht wurden. Dann schiittelten 
wir sofort 5mal mit Atheraus, vereinigten die aitherischen Extrakte, trock- 
neten iiber Glaubersalz und erhielten nach Verdampfen des Athers 21,5 g 
eines griinlichgelben Oles. Bei der Vakuumdestillation war auch diesmal 
infolge des schlechten Kautschukmaterials der Druck nicht vollig konstant. 

Folgende Fraktionen wurden aufgefangen: 


Tabelle I. 








iD 


Frak- Temperatur Druck Menge [+]3, Analyse Bemerkungen 
tion in mm g in % 
l 120—126 14 5,7 157,58 griinlich-gelb 
2 124—125 12 7.1 181.87 C= 71,58 hell-gelb 
Il— 6,80 
126-—-13838 12—14 42 —176,18 fast farblos 


ow 


4 134—142 14 
5 Riickstand u. 3 
Verluste 





Summe: 21,5 ¢ 
') Infolge schlechter Beschaffenheit der Gummistopfen schwankte der Druck 
etwas (s. oben). ¥ 
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J. O,1815 g Substanz, mit abs. Alkohol auf 10,0 com aufgefiillt: 


x = —- 2,86° im | dem-Rohr. 

2. 01710 g Substanz, mit abs. Alkohol auf 10,0 com aufgefiillt : 
x = —3,11° im 1 dem-Rohr. 

3. 0.1734 g Substanz, mit abs. Alkohol auf 10.0 cem aufgefiillt : 
x 6,1L° im 2 dem-Rohr. 


Analyse der Fraktion 2, die Fehlingsche Mischung intensiy in 
der Kalte reduzierte : 

0,1534 ¢ Subst. 0,4026 g CO, und 0,0932 g H,O. 
CyH, Oy. Ber. C = 71,99%; H = 6,68°,; 
(150)  gef. C = 71,58%; H = 6,80. 

Die Dichte der Fraktion 2 betrug Dig; = 1,107; n? war bei so- 
fortiger Untersuchung 1.5315. Daraus ergibt sich M? = 41,955; fiir 
(,H,-CHOH-CO-CH, berechnet sich die Mol.-Refraktion 41,7. 
wahrend sie fiir C,H; -CO-CHOH-CH, zu 42,35 gefunden ist'). 

Der Ketonalkohol ist gegen Alkalien sehr empfindlich. So nahm 
unter der Einwirkung von Natronlauge die Drehung innerhalb 4 Stunden 
bis auf 0° ab, wobei sich die Lésung gelb farbte, vorausgesetzt daB sic 
nicht mit der Atmosphiare in Beriihrung kam. Beim Schiitteln mit Luft 
verschwand der gelbe Ton sehr schnell. 0,5692 g des reinen Keton- 
alkohols wurden mit 1 cem "/,,-Natronlauge und Alkohol auf 10 com 
aufgefiillt; der Verlauf des Drehungsabfalls ist folgender. 

Nach der Lésung fanden wir z. B.: a = — 15,41°, nach 15 Mi- 
nuten —10,83°, nach 45 Minuten —5,48°, nach | Stunde 15 Minuten 
—2,72°, nach 4 Stunden: 0 Grad (im 2 dem-Rohr). 

Aus dieser Lésung erhielten wir am Ende auf Zusatz von Thiosemi- 
carbazid 0,25 g des optisch inaktiven Thiosemicarbazons?) 
vom Schmelzpunkt 192°; durch Umkrystallisieren stieg er auf 200°. 
Die geringe Ausbeute ist wohl so zu erkliiren, daB unter dem Einflusse 
des Natriumhydroxyds das sehr unbestindige Di-enol CH, -C(OH): 
C(OH)- C,H; aus dem Ketonalkohol hervorgeht; dieses kann sich dann 
nach zwei Seiten in die entsprechenden Ketongebilde umlagern, wobei 
einerseits die urspriingliche Verbindung C,H; -CHOH - CO- CH, nun- 
mehr aber in razemischer Form, regeneriert wird, andererseits das 
isomere C,H, -CO-CHOH - CH, ebenfalls in nicht drehender Gestalt, 
entsteht. 

In der folgenden Tab. I] sind noch einmal die Ausbeuten an den 
einzelnen Reaktionsprodukten zusammengestellt. Alle Versuche sind 
mit den oben angegebenen Substanzmengen vorgenommen worden. 
Dabei sind auch aus anderen Versuchen die Zahlen aufgefiihrt, die von 
den im letzten Ansatz enthaltenen etwas abweichen, was auf die schwic- 

1) Vgl. K. v. Auwers, Ber. 30, 1177. 1917. 

*) Vgl. C. Neuberg und H. Ohle, diese Zeitschr. 127, 327. 1922. 
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rige und zum ‘Teil unvollkommene Trennungsmethode, zum Teil auf die 
ungleichen Umsetzungsverhiltnisse bei den verschiedenen Hefen zuriick- 
zufiihren sein diirfte. Bei einigen Ansitzen, insbesondere solchen mit 
Patzenhofer Hefe, war die Verwertung des Benzaldehyds nicht. voll- 


stiindig, so das davon noch in der Ketolfraktion zugegen war. 


Tabelle II. 








Versuch x fb y é 

Siurefraktion . . . f Ret 4.4 o nicht 6.5 ¢ 
bestimmt 

Alkoholfraktion . . « Wis: eS s 61,05 ¢ 60,8 g 

eee ees ie 91,1 g 16,2 ¢ 22.5 2 

Zwischenfraktion ....... 4.0 2 6,75 e 

Zu Bestimmungen entnommen ins- 

vesamt . a tar edo 9,0 g 

Verses: SP ate err tis, © , 1,18 nicht 18,0 2 — 

bestimmt 
91,0 g 88,9 2 101,5 ¢ 


Semicarbazon des |- Phenyl -acetyl-carbinols, 
C,H, - CHOH - C (: N- NH- CO. NH,) - CH,. 

| g des Ketonalkohols wurde in einer Lésung von | g Semicarbazid- 
chlorhydrat in 10 cem Wasser durch Schiitteln fein suspendiert. Dazu 
tropften wir unter Riihren eine aquivalente Menge Natriumbicarbonat- 
lésung, wobei darauf zu achten ist, dafi die Reaktion der Fliissigkeit 
stets neutral bleibt. Das Ol erstarrte alsdann allmahlich zu einer festen 
Masse, und diese zeigte nach dem Umkrystallisieren aus Alkohol den 
Schmelzpunkt 194°. 

0,0862 g, mit Pyridin') zu 5 cem gelést, wiesen cine Drehung von 

3,72° im 1 dem-Rohr auf. [a]}!. + 215,78 

Thiosemicarbazon des |- Phenyl-acetyl-carbinols, 

C,H, CHOH - © (:N- NH-CS-NH,)- CH, . 

1 g Ketol wurde mit einer heiBen Lésung von 0,6 g Thiosemicarbazid 
in 10 cem Pyridin iibergossen. Die entstandene klare Lésung schied 
auch beim Erkalten keinen Niederschlag mehr aus und wurde nach 
| Stunde in etwa 100 ccm verdiinnte Salzsiure eingetragen, wobei das 
Thiosemicarbazon in Flocken ausfiel. Aus abs. Alkohol, in dem es in 
der Kalte fast unléslich ist, krystallisierte es in langen verfilzten Nadeln 
vom Schmelzpunkt 200° (unter Zersetzung). Der Schmelzpunkt variierte 
mit der Schnelligkeit des Erhitzens; bei demselben Priaparat wurde unter 
anderen Verhiltnissen der Schmelzpunkt 207° gefunden. Das optisch- 
aktive Thiosemicarbazon ist in siedendem Wasser loslich, etwa im Ver- 
haltnis 1: 300; leicht léslich ist es in Pyridin. 


1)C. Neuberg, Ber. 32, 3384. 1899. 
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Zur Bestimmung der spezifischen Drehung wurden 0,1508 g mit 
Pyridin zu 10 cem aufgefillt. Im 1 dem-Rohr zeigte die Lésung eine 
Drehung von + 3,45°, woraus sich [a]? zu + 228.78° ergibt. Das 
Thiosemicarbazon ist sowohl in fester Form als auch in der Pyridin- 
lésung sehr bestiindig. Nach etwa 4 Wochen betrug [4]! derselben 
Fliissigkeit -+ 200,93°, und eine frisch bereitete Lésung des gleichen, 
ebenso lange in fester Form aufbewahrten Priiparates wies [4 |? 

+ 204,35° auf. Beim Kochen mit Pyridin oder Wasser ging die 
Aktivitaét nicht verloren. Wir erhielten ein optisch aktives Produkt, 
auch wenn wir die alkoholische Lésung des Ketols mit einer heiBen 
wisserigen Lésung von Thiosemicarbazid mischten. Der Grund, warum 
das von Neuberg und Hirsch friiher schon erhaltene Thiosemicarbazon 
optisch inaktiv befunden war, diirfte darin zu suchen sein, da’ damals 
als Lésungsmittel Alkohol verwendet wurde, in dem sich der Kérper, 
wie bereits bemerkt, bei gewéhnlicher Temperatur nur sehr wenig lést. 


B. Quantitative Untersuchungen tiber die Bildung des Phenyl-brenz- 
trauben-alkohols. 

Versuche, das Ketol titrimetrisch mit Hilfe seiner erheblichen Re- 
duktionskraft gegeniiber Fehlingscher Lésung zu ermitteln, ergaben, 
da man voneinander etwas abweichende Werte erhilt, je nachdem ob 
man rasch oder langsam arbeitet. Zudem erschwert eine hierbei sich 
leicht einstellende Braunfirbung der Fliissigkeit die Erkennung des 
Endpunktes bei der Reduktion. 

0,6985 g der reinen Verbindung wurden mit Alkohol auf 100,0 ccm 
aufgefiillt; nun wurde durch Titration die Mengen ermittelt, die zur 
Reduktion von 10,0 com Fehlingscher Mischung erforderlich waren. 
Dabei wurden nachstehende Zahlen erhalten: 


1. Versuch 11,5 cem Substanzlésung, 


2. 9 Be,26 5 
3. * 13 5 ” 
4. ss 3 ae ”9 


0,8705 g Substanz wurden wiederum mit Alkohol auf das Volumen 
von 100 cem gebracht. Fiir 10,0 cem Fehlingscher Fliissigkeit wurden 
8.7 cem der Lésung verbraucht, fiir 20.0 cem 15,4 cem. 

Die Ergebnisse der ersten 4 Titrationen stimmen zwar befriedigend 
iiberein ; sie wurden bei langsamer Zugabe erhalten. Die anderen Zahlen, 


die bei sehr schnellem Zusatz der Ketollésung gewonnen worden sind, 
zeigten dagegen untereinander gréBere Unterschiede. 

Auch die Bestimmung des Ketonalkohols als p- Nitro- 
phen ylosazon lieferte keine befriedigenden Resultate. So erhielt man 
aus 3 g Rohél 0.4 g p-Nitro-phenylosazon, was einem Ketolgehalte 
der Rohélmenge von 0,144 g entsprechen wiirde, einen Wert, der mit den 
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anderen Feststellungen nicht hinreichend im Einklange stand. Einiger- 
maben brauchbare Ergebnisse lieferte jedoch die Isolierung des 
Ketols als Thiose micarbazon. 

0,5523 g reines |-Phenyl-acetyl-carbinol, in 5 ccm Alkohol gelést, 
wurden mit einer heiben Lésung von 0,4 g Thiosemicarbazid in 15 cem 
Wasser versetzt. Nach dem Erkalten erstarrte die ganze Fliissigkeit 
zu einem Krystallbrei, der nach mehrstiindigem Stehen bei gewéhn- 
licher Temperatur filtriert, mit sehr verdiinnter Salzsiure und dann mit 
25 proz. Alkohol gewaschen sowie bei 100° getrocknet wurde. Aus- 
heute 0,7497 g; ber. 0,8211 g.  Mithin wurden 91,3°,, wiedergefunden. 

Um nun zu sehen, wie der gleichzeitig auftretende Benzylalkohol 
die Ausbeute beeinfluBte, wurden 0,6654 g des Ketols mit 2,2 g Benzyl- 
alkohol gemischt und wie oben aufgearbeitet. Wir erhielten 0,8825 g¢ 
Thiosemicarbazon (berechnet 0.9892 g) = 89,21°%, der theoretischen 
Moéglichkeit. Daraus geht hervor, dab der Benzylalkohol die Léslichkeit 
des Thiosemicabazons in verdiinntem Alkohol nur unbedeutend erhdht. 

Unterwarf man nun das durch Ausiithern des Gargutes gewonnene 
tohél der gleichen Behandlung, so gab diese Methode wohl infolge der 
noch beigemengten Bestandteile keine so guten Resultate ; die Produkte 
verfairbten sich beim Trocknen. Nimmt man aber die Bestimmung in 
Pyridinlésung vor, wie zuvor bei der Darstellung vom drehenden Thio- 
semicarbazon beschrieben worden ist, so bleiben die Priparate beim 
Trocknen farblos und man erhilt Werte, die der Wirklichkeit recht nahe 
kommen diirften. 

3 g Rohél wurden mit einer siedenden Lésung von 1,2 g Thiosemi- 
carbazid in 30 ccm Pyridin gemischt und nach mehrstiindigem Stehen 
in viel diinne Chlorwasserstoffsiiure gegossen. Das sich abscheidende 
tohprodukt krystallisierte aus Alkohol in langen verfilzten Nadeln 
(1,1 g) vom Schmelzpunkte 204° und [a]? = + 213,3°, war also fast 
véllig rein. Dieser Menge entsprechen 0,74 g Ketol, und in Anbetracht 
dessen, daB nur etwa 90°, Ketol wiedergefunden werden, wiirde sich 
der Gehalt des Rohéls an Ketonalkohol zu 0,822 g = 27,4%, berechnen. 

In 91 g Rohél mii&Bten demnach 24,94g Phenyl-brenztrauben-alkohol 
enthalten sein. Nun betrug die eigentliche Ketolfraktion 21,5 g, die 
Zwischenfraktion, die noch tiberwiegend Ketol enthielt, 4,0 g. Die 
Zahlen passen also gut zusammen. 


(. Nebenprodukte der Biosynthese. 


|. Dioxo-propyl- benzol (Acetyl-benzoyl), C,H; -CO-CO-CHs. 


Phenylhydrazon. 1,5 g einer bei 120 —125° unter 12 mm Druck 
iibergehenden Ketolfraktion wurden in 150 ccm Wasser suspendiert, 
mit 3,25 g Phenylhydrazin, dann mit 2 ccm Eisessig sowie einer Spur 
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Kochsalz versetzt und eine Stunde erwairmt. Nach deni Erkalten gol 
man die wiisserige Lésung von dem zihen braunen Harze ab, wusch 
dieses gut mit Wasser und nahm es in Ather auf. Die nach Verdunsten 
desselben zuriickbleibenden 6ldurchtrinkten Krystalle )wurden durch 
Umkrystallisieren aus Benzol gereinigt. Die Substanz war optisch in- 
aktiv, bildete gelbe Nadeln vom Schmelzpunkt 145 —146° und war 
augenscheinlich identisch mit dem Phenylhydrazon des Phenyl - 
di-ketopropans'), 

0,1042 ¢ Substanz: 10,65 com N (19°, 757 mm). 

C,sH,ON, Ber. N — 11,76%; gef. N = 11.74%. 
(238) 

Oxim. 1,5 g einer unter 12 mm Druck zwischen 125 —150° tiber- 
vehenden Fraktion wurden in 10 cem Alkohol gelést, mit einer wiisserigen 
Lésung von 0,7 g salzsaurem Hydroxylamin in 7,5 cem Wasser und dann 
mit 2,5 ccm gesittigter Sodalésung versetzt. Nach langerem Verweilen 
bei Zimmertemperatur wurde mit Wasser auf das doppelte Volumen ver- 
diinnt und mit Ather ausgeschiittelt. Den dligen Atherriickstand nahmen 
wir mit wenig Benzol auf, aus dem sich bald 0,4 g des Oxims in farb- 
losen, zu Biischeln vereinigten Nadeln abschieden, die aus der 20fachen 
Menge Wasser umkrystallisiert wurden und sich bei 115,5° verfliissigten. 
Das Oxim war naturgemaf optisch inaktiv. Die Analyse ergab Zahlen, 
die zwar ebenso gut auf das Oxim des Ketols wie auf das des Diketons 
stimmen wiirden. Da das Oxim jedoch nur in geringer Menge entstand 
und allein aus den héheren Fraktionen erhalten wurde, so diirfte die 
erste Moéglichkeit ausgeschlossen sein. Ferner lieferte eine Fraktion, 
die aus fast reinem Ketonalkohol bestand, unter analogen Bedingungen 
nichts von jener Verbindung. Aus 21 g einer bei 125-—-150° unter 
12 mm siedenden Fraktion des Rohéls wurden 4,4 g Oxim gewonnen, 
die 4,0 g Diketon entsprechen. 

0,1551 g: 11,2 cem N (16°, 770 mm). 

C,H,0,N. Ber. N = 8,59%; gef. N = 8.55%. 
(163) 
9: Benzylalkohol (s. S. 612). 
Benzylester der a-Naphthylcearbaminsaure,C 
NH - C,,H, . 

Aquimolekulare Mengen des bei der Girung entstandenen Benzyl- 

alkohols und 4-Naphthyl-isocyanat wurden in einem absolut trockenen 


H,-CH,- OCO- 


6 


Reagensglase iiber freier Flamme schnell bis zum beginnenden Sieden 
erhitzt. Beim Erkalten erstarrte die Fliissigkeit zu einem Krystall- 
kuchen des Naphthylurethans?), der im Morser zerrieben und mit 
1) Vgl. H. Miiller und H. v. Pechmann, B. 22, 2127. 1889, sowie Th. 
Zinke und K. Zahn, B. 43, 855. 1910. 
*) Vgl.(C.' Neuberg und KE. Kansky, diesegZeitschr.) 20, 445. 1909; 
C. Neuberg und E. Hirschberg, diese Zeitschr. 27, 339. 1910. 
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Ather gut ausgewasehen wurde. Zur Entfernung geringer Mengen 
anhaftenden Dinaphthyjharnstoffs lésten wir in kaltem Benzol. fil- 
trierten und krystallisierten den nach Verdampfen des Benzols zuriick- 
bleibenden Riickstand zweimal aus Alkohol um. Es fielen lange farblose 
Nadeln vom Schmelzpunkt 133,5° aus. 
0,1402 g Substanz. 6,45 cem N (24°, 753 mm). 
C,gH,;0,N. Ber. N = 5,05%; gef. N §,12%,. 


oO? & 
(277) 


D. Ztsammenhiinge mit der phytochemischen Reduktion. 

Die carboligatische Entstehung von Ketonalkoholen bei Zugabe 
eines Aldehyds zu giirenden Zuckerlésungen beriihrt, wie ohne weiteres 
ersichtlich ist, eng das Problem der ,,phytochemischen Reduktionen“. 
Beide Vorginge konnten wir vom Leben der Zelle abtrennen und rein 
fermentativ verwirklichen. Wie in friiheren Arbeiten des hiesigen In- 
stituts mehrfach betont worden ist, verliuft die phytochemische Reduk- 
tion der Aldehyde nicht nach dem Schema der Dismutationsreaktion : 
eine solche ist ja auch fiir die grobe Zahl anderer phytochemisch reduzier- 
barer Substanzen, wie Ketone, Diketone, Thioaldehyde, Disulfide, 
Nitrokérper und weiterer Stickstoff-Sauerstoffverbindungen ferncr Mine- 
ralstoffe nicht bekannt bzw. nicht denkbar. Dem Reduktionsvorgange 
muB irgend ein Oxydationsprozei entsprechen. Abgesehen von der 
korrelativen Bildung des Stoffpaares Glycerin-Acetaldehyd, die sich 
unter der Beteiligung der von uns empfohlenen Abfangmittel vollzieht, 
ist der gesamte Reaktionsverlauf in anderen Fillen quantitativ 
schwer festzustellen. Der hiiufige Befund von Acetaldehyd bei solchen 
phytochemischen Reduktionen ist uns mehrfach Veranlassung zu dem 
Hinweise gewesen, dab das primaire Oxydationsiiquivalent offenbar im 
Acetaldehyd gegeben ist. Seine (oder seiner unmittefbaren Vorstufe) 
Verwendung zu Zwecken des Aufbaus sei es zu carboligatischer 
Synthese, sei es im Hefestoffwechsel — erschwert den Uberblick. Hinzu 
kommt, dab dieser Acetaldehyd auch zu Weingeist sowie Essigsaure 
disloziert und da® der biosynthetisch erzeugte Ketonaikohol fiir sich 
oder in gemischter Umsetzung mit dem Acetaldehyd sowohl oxydiert 
als hydriert werden kann (vgl. das zuvor erwihnte Auftreten des 
Diketons sowie vorhandene Anzeichen fiir die Entstehung eines zu- 
gehorigen zweiwertigen Alkohols). Trotz dieser verwickelten Verhilt- 
nisse hoffen wir mit der nunmehr vervollkommneten Methodik und 
unter Beriicksichtigung der vorstehend angefiihrten Tatsachen auch 
in den feineren Mechanismus der phytochemischen Reduktion einzu- 


dringen. 
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Berichtigung 


zur Mitteilung von F. Knoop, diese Zeitschr. 127, 205. 


Zeile 15 von oben muB es heiBen: Aminosiuren statt [minosiuren. 
os th ee 
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: Iminosauren statt Aminosiuren. 
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